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endotelinas endógenas e ativação de receptores ETb locais.
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Introdução
1. INTRODUÇÃO 
1.1. Fisiopatologia da inflamação articular
1.1.1. Características estruturais importantes da articulação
A sinóvia consiste de uma camada de tecido conjuntivo recoberta por 
células de revestimento que separam o fluído sinovial da cápsula articular. A 
camada de revestimento é bastante inervada e possui grande número de 
receptores articulares, mas é pouco vascularizada. Ao contrário, a sinóvia é 
bastante vascularizada, mas pobremente inervada e composta 
predominantemente por duas populações de células: a) os sinoviócitos A, que 
são células tipo macrófagos, com função fagocítica e atividade sintética; e b) 
as células residentes ou sinoviócitos B, com características semelhantes aos 
fibroblastos, responsáveis pela síntese proteica (HENDERSON, 1988). 
Embora figuras mitóticas sejam raras no revestimento sinovial normal, os 
sinoviócitos B proliferam-se localmente, enquanto os sinoviócitos A 
originam-se da medula óssea, provavelmente descencentes de monócitos 
periféricos (DREHER, 1982), e são constantemente substituídos através da 
circulação. Sob a influência de fatores locais, como o fator estimulador de 
granulócitos-macrófagos, os monócitos podem tranformar-se em novos 
macrófagos residentes, o que envolve a expressão de marcadores diferentes de
1
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superfície (GASSON, 1991).
Nos estágios iniciais do processo da artrite, as células fagocíticas da 
camada de revestimento tomam-se ativadas, por mecanismos ainda pouco 
conhecidos. A ativação destas células e de outras células sinoviais podem 
direcionar o influxo de células inflamatórias como polimorfonucleares, 
monócitos e células T aos tecidos articulares, característica básica no 
desenvolvimento de artrite. Na artrite reumatóide, uma observação inicial 
notável é o aumento do número de células que ocupam a camada de 
revestimento sinovial (SCHUMACHER e KITRIDOU, 1972). Isto se deve 
principalmente à agregação de macrófagos da periferia que se acumulam em 
volta desta camada. A proporção relativa de sinoviócitos A na sinóvia passa 
de 20-30% do total de células em indivíduos sadios para 80-100% na artrite 
reumatóide (POULTER et al., 1982a; para revisão ver CUTOLO et al., 1993). 
Os sinoviócitos ativados geram citocinas que induzem os condrócitos a 
participar da sua própria destruição através da liberação de proteases e de 
colagenase específica (WEISSMAN, 1996).
A cartilagem articular tem duas importantes funções que incluem a 
capacidade de minimizar a fricção e o desgaste entre as superfícies articulares 
opostas, durante o movimento e dissipar as forças excessivas sobre a 
articulação (SCHUMACHER, 1996). O fluído sinovial contém ácido 
hialurônico e glicoproteína, denominada lubricina. Ambos são responsáveis
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pela lubrificação da articulação, embora sejam específicas para determinados 
componentes. O ácido hialurônico é importante para a lubrificação da cápsula 
articular enquanto a lubricina é necessária para a lubrificação da cartilagem 
sobre a própria cartilagem. O fluído sinovial é também o meio pelo qual os 
nutrientes e resíduos são transportados nos componentes avasculares da 
articulação (GAY e GAY, 1996).
As terminações de ossos longos que formam as articulações sinoviais 
são compostas de um osso macio e esponjoso chamado de osso sub-condral 
que é recoberto e protegido pela cartilagem hialina. Exceto as próprias 
terminações de ossos longos, estes são geralmente muito resistentes 
(SCHUMACHER, 1996).
1.1.2. Doenças inflamatórias da articulação
As doenças articulares podem ser inflamatórias, metabólicas, 
degenerativas ou uma combinação destas. As inflamatórias apresentam sinais 
comuns a todas elas, como edema e aumento da sensibilidade nociceptiva. Em 
doenças inflamatórias articulares como a artrite reumatóide ou artrite séptica, 
a cavidade articular e a membrana sinovial são primariamente afetadas. A 
perda da cartilagem pode ser secundária à inflamação sinovial ou por trauma. 
Um exemplo disso é a necrose avascular do osso que está associada com o 
dano após o colapso da placa óssea terminal, subsequente à inflamação
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resultante da deposição de cristais de urato no espaço sinovial, que ocorre na 
gota ou pseudo-gota. Entretanto, os processos patológicos descritos podem 
afetar ainda sistemas extra-articulares, como a pele, os músculos e a 
vasculatura (GORDON, 1996).
A inflamação da membrana de revestimento sinovial (sinovite) da 
articulação é típica de poliartrites inflamatórias, como a artrite reumatóide. Se 
a sinovite for persistente pode resultar em dano articular irreversível. A 
poliartrite da artrite reumatóide é como aquela encontrada nas doenças difusas 
do tecido conjuntivo associadas com auto-anticorpos. Estas desordens auto- 
imunes do colágeno incluem o lúpus, a esclerodermia, a polimiosite, as 
vasculites e a síndrome de Sjõgren (GAY e GAY, 1996). Outra região 
articular importante onde pode ocorrer inflamação é a êntese, uma zona 
anatômica de transição (próxima à sinóvia) onde os ligamentos fixam-se ao 
osso. Doenças que envolvem inflamação de êntese incluem a síndrome de 
Reiter, a artrite psoriática e, principalmente, a artrite reativa e a artropatia 
associada à doença inflamatória intestinal (CUSH e LIPSKY, 1996).
1.1.3. Dor articular
A dor associada às doenças artríticas pode constituir bem mais do que 
uma conseqüência debilitante do próprio processo, já que este fator influencia 
diretamente a morbidez (perda de peso e atividade locomotora diminuída) da
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artrite crônica induzida por adjuvante em ratos (DARDICK et al., 1986; 
LANDIS et al., 1988). Certamente, a hiperalgesia e/ou dor da região articular 
constituem determinantes muito importantes da incapacitação articular 
associada às artrites. Boa parte dos tratamentos farmacológicos e 
fisioterápicos disponíveis têm como meta primordial restaurar a função 
através da supressão da dor articular. Em muitos casos, entretanto, as 
articulações permanecem refratárias ao tratamento, resultando em quadros de 
dor crônica (para revisão ver SCHAIBLE e GRUBB, 1993).
1.1.4. Inervação articular
A articulação é inervada por ramificações descendentes do tronco
nervoso principal dispostos em ramos musculares, cutâneos ou periósteos
(para revisão ver POLACEK, 1966). Os nervos articulares contém fibras
ascendentes sensoriais mielinizadas e não-mielinizadas, bem como fibras
eferentes pós-ganglionares não-mielinizadas simpáticas (LANGFORD e
SCEQVUDT, 1983; para revisão ver SCHAIBLE e GRUBB, 1993). A maioria
das fibras mielinizadas finas de condução rápida são do tipo A8, chamadas de
mecanonociceptores, mas há algumas poucas do tipo A(3, que têm maior
diâmetro. Por outro lado, as fibras aferentes não-mielinizadas, ou fibras C,
também chamadas de receptores polimodais, são de condução lenta e
respondem a diferentes estímulos como pressão, temperatura e agentes
5
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químicos. As demais fibras não-mielinizadas (cerca de 50% do total) são 
eferentes simpáticas, pois desaparecem após simpatectomia cirúrgica 
(LANGFORD E SCHMIDT 1983).
Os neurônios aferentes não-mielinizados que inervam as articulações 
sinoviais também parecem ser a fonte primária de neuropeptídeos articulares, 
como a substância P, o peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP; 
MAPP et al., 1990) e neurocinina A (BILEVICIUTE et al., 1993). De modo 
semelhante ao que acontece, na pele (JANCSO et al., 1967), a estimulação 
nervosa antidrômica nas fibras C articulares pode gerar extravasamento 
plasmático e vasodilatação, sintomas típicos da inflamação (FERREL E 
RUSSEL, 1986; FERREL e CANT, 1987).
As fibras nervosas simpáticas articulares geralmente circundam os 
vasos sangüíneos, particularmente nas regiões mais profundas da sinóvia 
normal. Elas contêm e liberam neurotransmissores clássicos (noradrenalina) e 
neuropeptídeo Y (MAPP et al., 1994). Fitzgerald (1989) postulou um modelo 
no qual as fibras C ativadas por dano articular não apenas transmitem a 
informação nociceptiva à medula espinhal, como também participam na 
gênese de alterações funcionais locais, liberando mediadores inflamatórios, 
que a seu turno exacerbam a inflamação e a excitação das próprias fibras C. 
Concomitantemente, neurônios pós-ganglionares simpáticos são ativados 
tanto por reflexos somato-simpáticos ativados pelas fibras C como por
Introdução
exacerbação do tono simpático geral (FITZGERALD, 1989). Nesse sentido, 
há evidências de que o estresse freqüentemente provoca o agravamento da 
artrite reumatóide. Os axônios simpáticos também podem liberar mediadores 
inflamatórios e excitar as fibras-C. Em síntese, durante o curso das artrites 
crônicas, os neurotransmissores simpáticos facilitam a transmissão da 
informação nociceptiva pelas fibras sensoriais e aumentam a inflamação 
sinovial (CODERRE et al., 1984; LEVINE et al., 1990).
A articulação também apresenta uma pequena parcela das fibras 
nervosas aferentes que normalmente não são responsivas a estímulos intensos 
de curta duração. Entretanto, quando influenciados por mediadores 
inflamatórios (le. bradicinina e prostaglandinas), ou seguindo a administração 
de irritantes, essas fibras exibem atividade espontânea ou tomam-se 
sensibilizadas e responsivas a estímulos sensoriais (SCHAIBLE e SCHMIDT 
1988; SCHMELZ et al., 1994). Tais fibras têm sido denominadas de 
“aferentes mecanicamente insensíveis”, “nociceptores silenciosos” ou 
“nociceptores dormentes”.
Outro fenômeno importante foi descrito por Mendell (1966), 
denominado de “wind-up” (le. aumento progressivo da amplitude de resposta 
nociceptiva à medida que estímulos repetitivos são aplicados na periferia), 
fenômeno central importante para o desenvolvimento de estados dolorosos 
crônicos (para revisão ver SIDDALL E COUSINS, 1995). Este fenômeno
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ocorre geralmente por estímulo repetido ou persistente de fibras C ou A5, 
embora tenha sido também recentemente evocado por estimulação repetida de 
fibras táteis AP em ratos artríticos, por um mecanismo dependente de 
receptores GABAa (WENG et a l, 1998).
O estímulo transmitido pelas fibras aferentes sensitivas (Aô ou C), gera 
potenciais de ação que são transmitidos pelos nervos periféricos e cranianos, 
alcançam a medula espinhal principalmente pelas raízes dorsais. A 
informação nociceptiva que chega ao como da raiz dorsal da medula espinhal 
pode sofrer influências excitatórias ou inibitórias. Tais influências, que 
modulam de modo muito importante a transmissão da informação para 
neurônios nociceptivos secundários dos tratos espinhais ascendentes, 
constituem o “sistema de controle da dor por comporteis” (MELZACK e 
WALL, 1965). Ao nível espinhal, fazem parte desse sistema neurônios 
descendentes originados em diversos centros cerebrais, que liberam 
neurotransmissores inibitórios, como a serotonina, a dopamina, a 
noradrenalina, peptídeos opióides e GABA (para revisão ver MALCANGIO e 
BOWERY, 1996).
1.1.5. Mediadores inflamatórios articulares
Vários mediadores inflamatórios têm sido identificados no fluído 
sinovial. Tais substâncias são produzidas por tecidos articulares e/ou são
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liberados de diferentes fontes durante a inflamação articular no homem e em 
modelos de artrite experimental.
LI.5.1. Citocinas
Constituem um grupo de glicoproteínas, responsáveis pelo controle e 
modulação dos vários aspectos dos sistemas de defesa do organismo, como o 
processo inflamatório. Este grupo inclui as interleucinas (ILs), fatores de 
necrose tumoral (TNFs), fatores de crescimento, fatores estimuladores de 
colônias e interferons. Diversas citocinas (IL-lp, IL-6, IL-8 e TNFa), 
principalmente a IL-ip, possuem potentes atividades pró-inflamatórias e 
hiperalgésicas (FERREIRA et al., 1988; DA VIS e PERKINS, 1994, para 
revisão ver WATKINS et al., 1995), por estimularem a síntese e liberação de 
mediadores pró-hiperalgésicos (peptídèos, neurotrofina - fator de crescimento 
neural; NGF) (SAFIEH-GARABEDIAN et al., 1995) ou a expressão de 
receptores (receptores para cininas Bi) sobre os neurônios sensoriais e 
simpáticos, bem como células do sistema imune (DAVIS e PERKINS, 1994; 
SEABROOK et al., 1995). Células do revestimento sinovial expressam 
muitos desses mediadores pró-inflamatórios, incluindo IL-la, TNFa, TGFp, 
IL-6, IL-8 e fator estimulador de colônia de macrófagos-granulócitos 
(POULTER et al., 1982b, DELEURAN et al., 1992; CHU et al., 1991a,b; 
WOOD et al.,1993; FIELD et al., 1993).
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1.1.5.2. Eicosanóides
Estes compostos incluem as prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanas 
e lipoxinas, formados a partir da oxigenação de ácidos graxos poli-insaturados 
(ácido araquidônico). As prostaglandinas (produtos da via ciclo-oxigenase), 
PGEi, PGE2, PGí2, PGF2« e PGD2 são encontradas no fluído sinovial de 
pacientes portadores de doenças articulares inflamatórias, e são produzidas 
em quantidades aumentadas em culturas de células sinoviais isoladas de 
pacientes com artrite reumatóide (ROBINSON e LEVINE, 1973; DAYER et 
al., 1976; TRANG et al., 1977; STURGE et al., 1978; EGG, 1984; BRODIE 
et al, 1980; BOMBARDIERI et al., 1981; TOKUNAGA et al., 1981; 
McGUIRE et al., 1982; SALMON et al.,1983; MOILANEN 1989). A PGE2, 
produzida no tecido sinovial reumatóide, provavelmente desempenha um 
papel chave na erosão da cartilagem e do osso justa-articular (ROBINSON et 
al., 1975; DAYER et al., 1976) e, assim como a PGI2, possui ações vasoativas 
sobre a microcirculação sinovial (DICK e GRENNAN, 1976). Além disso, a 
PGE2, a PGI2 e a PGEi induzem incapacitação ou sensibilização articular em 
cães e ratos (ROSENTHALE et al, 1966; FERREIRA et al., 1989; TONUSSI 
e FERREIRA, 1992).
A hiperalgesia induzida pelos prostanóides não decorre apenas da 
sensibilização periférica dos nociceptores (DAVIES, et al., 1984), mas 
também por facilitação da transmissão ao nível espinhal (MALMBERG et al.,
Introdução
1992) e supra-espinhal (OKA et al., 1993). A PGI2 e PGE2 são encontradas no 
fluído sinovial em várias artrites no homem (BRODIE et al., 1980; 
BOMBARDIERI et al., 1981), e ambas têm sido implicadas na mediação de 
hiperalgesia (para revisão ver FERREIRA, 1979). Além disso, antagonistas 
seletivos de receptores EP para PGE2 e IP para PGI2 exibem atividade anti- 
hiperalgésica em diversos modelos de nocicepção inflamatória, incluindo a 
artrite (para revisão ver BLEY et al., 1998). Nesse sentido, experimentos 
descritos recentemente, utilizando camundongos nos quais o gene do receptor 
IP para PGI2 foi deletado (“knock-out”), sugerem que a PGI2 é o prostanóide 
vasodilatador e hiperalgésico mais importante, pelo menos nessa espécie 
(MURATA et al., 1997).
Diante da participação importante dos prostanóides na gênese da dor 
articular, drogas que atuam bloqueando sua formação por inibição da ciclo- 
oxigenase (COXs) são muito utilizadas para o tratamento da dor articular 
inflamatória. Há duas isoformas conhecidas da COX: uma constitutiva - a 
COX-1, e outra indutível, chamada de COX-2 (MITCHELL et al., 1993). A 
COX-2, quase indetectável na maioria dos tecidos, tem sua expressão 
aumentada durante os estados de inflamação aguda e artrite (MASFERRER 
et al., 1994; PAIRET e ENGELHARDT, 1996). O aumento na expressão de 
uma COX indutível, já havia sido observado em cultura de sinoviócitos de 
coelho (ROTHENBERG, 1987), em tecido sinovial de pacientes com artrite
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reumatóide ou osteoartrite (CROFFORD et al., 1994), bem como em ratos 
com artrite induzida com adjuvante ou com peptídeoglicanos bacterianos 
(SANO et al., 1992). Além disso, a indução da COX-2 pela IL-1 foi detectada 
em condrócitos (LYONS-GIORDANO et al., 1993; KNOTT et al., 1994) e 
osteoblastos humanos (De BRUM-FERNANDES et al., 1994).
Os leucotrienos (produtos da via lipooxigenase), principalmente o LTB4 
têm seus níveis aumentados no fluído sinovial de pacientes com doenças 
inflamatórias articulares (RAE et al., 1982; DAVIDSON et al., 1983; 
GURSEL et al., 1997; PRETE et al., 1997; SHOWELL et al., 1998) e na 
artrite experimental em diversas espécies animais (HENDERSON e HIGGS 
1987; De BRUM-FERNANDES et al. 1988; FOGH et al., 1989; ROCHA et 
al., 1997).
1.1.5.3. Sistema Complemento
O sistema complemento envolve diversas proteínas plasmáticas que 
interagem em cascata para mediar uma variedade de efeitos inflamatórios. Há 
duas vias de ativação, a primeira, ativada pela ligação dos anticorpos IgG ou 
IgM aos seus antígenos, a outra principalmente por polissacarídeos (i.e. 
carragenina e LPS) e moléculas poliméricas celulares. Vários eventos 
inflamatórios decorrem da ativação do complemento, incluindo alterações na 
permeabilidade vascular associada com a clivagem de C4 e C2, a indução de
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liberação de histamina pelos mastócitos e basófilos por C3a e C5a, assim 
como várias propriedades quimiotáticas induzidas por estes e outros fatores 
do sistema complemento. Os componentes do complemento são sintetizados 
pelo tecido sinovial (RUDDY e COLTEN, 1974) e são encontrados no fluído 
sinovial (RUDDY et al., 1969), embora em concentrações menores na artrite 
reumatóide do que em outras doenças inflamatórias articulares (KAPLAN et 
al., 1980).
1.1.5.4. Bradicinina e peptídeos análogos
A bradicinina é um nonapeptídeo inflamatório sintetizado nos sítios de 
dano tecidual que exerce uma série de efeitos pró-inflamatórios que incluem 
dilatação venular, aumento da permeabilidade vascular, além da estimulação 
de fibras aferentes sensoriais do tipo Aô e C (MARCEAU et al., 1983; 
PROUD e KAPLAN, 1988; HARGREAVES et al., 1988; DRAY e 
PERKINS, 1992). Os dois tipos de receptores para a bradicinina, Bi e B2 
(REGOLI e BARABÉ, 1980) quando ativados, induzem também a liberação 
de outros importantes mediadores inflamatórios como PGE2, PGI2, LTs, 
histamina, PAF, IL-1 e TNF, cujos efeitos somados podem levar à perda da 
função articular (para revisão ver SHARMA e BUCHANAN, 1994). 
Enquanto os receptores articulares B2 parecem ser responsáveis pela 
hiperalgesia, os receptores Bi, que são ativados seletivamente pelo metabólito
Introdução
da bradicinina des-Arg9-bradicinina, medeiam a nocicepção (TONUSSI e 
FERREIRA, 1997).
1.1.5.5. Histamina e serotonina
Estas aminas biogênicas são encontradas em várias células, incluindo 
plaquetas, basófilos, mastócitos e neurônios. Mastócitos são células 
imunocompetentes e contém entre seus diversos mediadores pré-formados, a 
histamina e a serotonina. Estas células estão amplamente distribuídas pelo 
organismo e presentes também na sinóvia, onde contribuem com várias 
respostas inflamatórias articulares (MICAN e METCALF, 1990). Mastócitos 
sinoviais isolados liberam histamina em resposta tanto a estímulos 
imunogênicos como não-imunogênicos (substância P e composto 48/80, por 
exemplo) (De PAULIS et al., 1996).
1.1.5.6. Neuropeptídeos
Neuropeptídeos têm sido encontrados em aspirados do fluído sinovial 
de pacientes com artrite reumatóide (LYGREN et al., 1986; LARSSON et al.,
1991). Técnicas de imuno-histoquímica têm demonstrado que muitas fibras 
nervosas finas na sinóvia normal são imuno-reativas para substância P e 
CGRP (considerados marcadores de fibras sensoriais), assim como para 
neuropeptídeo Y (encontrado na maioria dos neurônios periféricos
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noradrenérgicos). Muitas das fibras imuno-reativas foram encontradas em 
áreas perivasculares e na superfície sinovial (MAPP et al., 1990).
Em estágios agudos da inflamação, a densidade de terminações 
nervosas contendo CGRP está aumentada (HANOSCH et al., 1996). Além 
disso, neurônios ganglionares da raiz dorsal positivos para o CGRP parecem 
estar aumentados durante as fases aguda e crônica da inflamação articular em 
ratos (HANESH et al., 1993). Este aumento na expressão de CGRP ocorre 
mais ou menos em paralelo com a da substância P nos gânglios da raiz dorsal 
e nervos periféricos nas fases aguda e crônica da inflamação articular 
(NOGUCHI et al., 1988; LEMBECK et al., 1991; MINAMI et al., 1990).
Há evidências de que a inflamação articular envolve tanto tecidos como 
nervos e que o evento desencadeante (freqüentemente desconhecido, exceto 
no caso das artrites reativas) pode iniciar sua ação sobre os nervos, os tecidos, 
ou ambos. Assim, a cascata de eventos inflamatórios articulares é 
caracterizada por interações complexas, das quais resulta uma progressiva 
piora da doença. A partir daí, toma-se claro que a separação entre inflamação 
neurogênica e tecidual é apenas artificial (para revisão ver ZOPPI e 
CHRUBASIK, 1997).
1.1.6. Testes algesimétricos articulares
Vários métodos para o estudo da dor inflamatória articular têm sido
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propostos, entre eles a utilização de cristais de urato de sódio (FAIRES e 
McCARTY, 1962; ROSENTHALE et al., 1966), formalina (PARDO e 
RODRIGUEZ, 1966), ou carragenina (VAN ARMAN, 1970) em cães. 
Devido às muitas limitações na execução técnica em cães, foi introduzido o 
modelo de artrite induzida pelo adjuvante de Freund, em ratos (PIRCIO et al., 
1975; De CASTRO COSTA et al., 1981; LARSEN e ARNT et al., 1985, 
ATTAL et al., 1988), considerado modelo que envolve a dor crônica 
(COLPAERT, 1987; CALVINO et al., 1987). Entretanto, este é um modelo 
que provoca alto nível de estresse no animal, o que pode ser evidenciado por 
aumento expressivo de vocalizações ultrasônicas, comumente associadas a 
comportamentos de agressão e/ou defesa nessa espécie (CALVINO et al., 
1996). Por reproduzir uma forma mais grave de poliartrite, a artrite por 
adjuvante de Freund pode produzir todas as conseqüências do estado 
inflamatório crônico, incluindo alterações neuronais, bioquímicas e imuno- 
histoquímicas nem sempre restritas somente às articulações.
Um outro modelo para se avaliar, objetivamente, a nocicepção 
associada a artrites experimentais é o teste da incapacitação articular em ratos 
(TONUSSI e FERREIRA 1992). O método não só é sensível à drogas 
reconhecidamente analgésicas, mas permite detectar a participação de 
mediadores na nocicepção inflamatória e discriminar a nocicepção, resultante 
da ativação direta de terminações nervosas sensoriais (nociceptores), da
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hiperalgesia. Estes efeitos são claramente avaliados pelo aparecimento e 
registro da incapacitação articular (ver abaixo em Materiais e Métodos). 
Convém mencionar que o método permitiu identificar até mesmo diferenças 
no mecanismo de ação de drogas como a indometacina e o diclofenaco, 
normalmente classificadas em mesmo grupo (TONUSSI e FERREIRA, 
1994). Além disso o método atende aos princípios éticos da Associação 
Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 1983).
1.1.7. Carragenina eLPScomo estímulos inflamatórios nociceptivos
A carragenina, um mucopolissacarídeo sulfatado extraído de um musgo 
(Chondrus crispus), injetada em articulação de coelho e cobaia, promove uma 
intensa agregação de macrófagos e proliferação de fibroblastos que, do ponto 
de vista fisiopatológico, são muito semelhantes à artrite no homem 
(GARDNER, 1960). Além disso, a carragenina induz incapacitação articular 
durante o andar, sensível ao tratamento com antiinflamatórios não-esteroidais 
clássicos como a aspirina e a indometacina em cães e ratos (VAN ARMAN et 
al., 1970; TONUSSI e FERREIRA, 1992). Associado à incapacitação, ocorre 
uma sensibilização da articulação, manifestada pela retirada do membro 
quando a articulação inflamada é pressionada (i.e. hiperalgesia mecânica) 
(SANTER et al. 1983). A injeção de carragenina na cavidade articular 
promove, já nas primeiras horas, a síntese e liberação de mediadores
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inflamatórios que produzem edema e uma rápida infiltração de granulócitos 
polimorfonucleares (SANTER et al. 1983). O efeito vasodilatador do CGRP e 
da SP é aumentado em articulações tratadas previamente com carragenina 
(LAM e FERRELL, 1993).
O lipopolissacarídeo (LPS), também conhecido como endotoxina, é o 
constituinte principal da membrana celular externa da maioria das bactérias 
Gram negativas. Um grande número de efeitos fisiopatológicos em vários 
mamíferos, incluindo o homem, podem ser atribuídos ao LPS (SCHLETTER 
et al., 1995). O LPS, administrado pelas vias intra-peritoneal e intra-plantar, 
induz hiperalgesia de longa duração em ratos e camundongos (MAIER et al., 
1993; WATKINS et al. 1994; KANAAN et al. 1996). Portanto, o LPS tem 
sido muito utilizado como agente experimental para indução de dor 
(KANNAN et al., 1996; 1997). Além disso, o LPS também originou um 
modelo de sinovite experimental que mimetiza a sinovite aguda em cavalos 
(PALMER e BERTONE, 1994). Por outro lado, sabe-se que o LPS interage 
com vários tipos de células, dentre as quais macrófagos e monócitos, 
estimulando o aumento da produção de eicosanóides (O’NEILL e LEWIS 
1989; DECKER 1990), formas reativas do oxigênio (BEASLEY et al., 1991) 
e citocinas incluindo TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-10 (FERREIRA et al., 
1988, 1993; MAIER et al. 1993; RITSCHEL et al. 1994, WATKINS et al.
1994).
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1.2. Endotelinas como peptídeos pró-inflamatórios
1.2.1. A família das endotelinas
A endotelina-1, membro de uma importante família de peptídeos, foi 
isolada do sobrenadante de culturas de células endoteliais aórticas porcinas e 
identificada por YANAGISAWA et al. (1988) como sendo o mais potente 
vasoconstritor conhecido. A família é integrada ainda por mais dois 
isopeptídeos, a endotèlina-2 e a endotelina-3, cada qual codificada por um 
gene distinto. Cada isoforma é composta de 21 aminoácidos, com duas pontes 
dissulfeto ligando dois pares de resíduos de cisteína e seqüência hexapeptídica 
idêntica na porção hidrofóbica C-terminal (INOUE et al., 1989). A família das 
endotelinas apresenta, ainda, estrutura e atividades biológicas semelhantes às 
sarafotoxinas S6a, S6b, S6c, S6d e S6e, isoladas do veneno da serpente 
israelense Atractaspis engaddensis, bem como da bibrotoxina, do veneno da 
Atractaspis bibroni, sugerindo uma origem evolucionária comum 
(TAKASAKI et al., 1988; BECKER et al., 1993; KOCHVA et al., 1993; para 
revisão ver HAYNES e WEBB, 1993).
Embora as células endoteliais vasculares sejam a principal fonte de 
endotelina-1, os genes que codificam os três isopeptídeos são expressos, em 
graus variados, por uma ampla variedade de células, incluindo miócitos 
cardíacos, células musculares lisas vasculares, epiteliais tubulares renais,
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gliais, pituitária, macrófagos, mastócitos, sugerindo que tais peptídeos possam 
participar independentemente em mecanismos regulatórios complexos em 
vários órgãos (INOUE et al., 1989; SAKURAI et al., 1991). Além das suas 
ações vasculares, as endotelinas exercem efeitos pleiotrópicos em diversos 
tecidos dos tratos respiratório, gastrointestinal, rins, glândulas endócrinas e 
sistema nervoso central e periférico. Embora haja evidências que as 
endotelinas possam estar relacionadas ao controle fisiológico normal de certas 
funções, certamente sua maior relevância parece ser no desenvolvimento de 
diversos processos fisiopatológicos como hipertensão, hipertensão pulmonar, 
insuficiência renal aguda, vasoespasmo cerebral, insuficiência cardíaca 
crônica, hipertrofia cardíaca e outras (para revisão ver GOTO et al., 1996). 
Além disso, as endotelinas têm sido descritas como possíveis mediadores 
nociceptivos e inflamatórios (para revisões ver SAKURAI et al., 1992; 
RUBANYI e POLOKOFF 1994; RAE e HENRIQUES, 1998).
1.2.2. Biossíntese das endotelinas e sua regulação
A seqüência de cada endotelina é determinada por meio de um gene 
distinto, que codifica a correspondente prepro-endotelina (INOUE, et al., 
1989). Esses precursores são inicialmente clivados, provavelmente pela 
furina, para originarem pró-peptídeos denominados big-endotelinas 
(DENAULT et al., 1995) que são, por sua vez, convertidos a peptídeos
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maduros pela ação de uma enzima conversora de endotelina (ECE). Duas 
ECEs já foram consistentemente identificadas como metaloproteinases, a 
ECE-1 e a ECE-2, sendo que ambas são inibidas pelo fosforamidon e 
processam com maior eficácia a big-endotelina-1 do que a big-endotelina-2 
ou big-endotelina-3 (para revisões ver OPGENORTH et al., 1995; TURNER 
e MURPHY, 1996).
A expressão do RNAm de endotelina-1 em culturas de células 
endoteliais é estimulada por trombina (EMORI et al., 1992), fator de necrose 
tumoral-a (TNF-a; MARSDEN e BRENNER, 1992), interleucina-1 (IL-1; 
MAEMURA et al., 1992), insulina (MARSDEN et al., 1991), noradrenalina, 
angiotensina II, vasopressina, bradicinina, lipoproteína de baixa densidade 
(LDL) oxidada ou acetilada (YANAGISAWA et al., 1988; IMAI et al., 1992). 
O aumento na expressão de RNAm de endotelina-1 induzido pela trombina, 
angiotensina II e vasopressina, depende de aumento na concentração 
intracelular de Ca2+, ativação de proteína-quinase C (EMORI, et al., 1991; 
EMORI, et al., 1992).
1.2.3. Receptores endotelinérgicos e seus ligantes
As diversas ações das endotelinas são mediadas através de receptores
específicos, que pertencem à família de receptores contendo sete domínios
transmembrana e acoplados a proteínas G. Três receptores endotelinérgicos
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foram clonados: os receptores endotelinérgicos ETA, ETB e ETC. A 
endotelina-1 e endotelina-2 apresentam uma afinidade 10 a 100 vezes maior 
do que para endotelina-3 pelo receptor do tipo ETA (ARAI et al., 1990). As 
três isoformas de endotelinas apresentam afinidades semelhantes pelo 
receptor ETB (SAKURAI et al., 1990). Finalmente, há o receptor ETC, que, 
por enquanto, foi clonado apenas do genoma de anfíbios, cuja isoforma com 
maior afinidade é a endotelina-3 do que a endotelina-1 (KARNE et al., 1993).
Os receptores ETA ou ETB podem ainda ser discriminados pelo uso de 
agonistas ou antagonistas seletivos. Assim, receptores ETA são bloqueados 
seletivamente por antagonistas peptídicos, como o BQ-123 (IHARA et al.,
1992), ou não peptídicos como o BMS 182874 e o A-127722-5. Por outro 
lado, os receptores ETB são ativados seletivamente por agonistas como a 
sarafotoxina S6c, a [Ala 1,3,11,15]endotelina-l, o BQ-3020 e o IRL 1620, e 
seletivamente bloqueados por antagonistas peptídicos como o BQ-788 
(ISHIKAWA et al., 1994) e RES-701-1, ou pelo composto não-peptídico Ro- 
46-8443 (para revisões ver MASAKI et al., 1994; SOKOLOVSKY, 1995; 
OHLSTEIN, et al., 1996; WEBB E MEEK, 1997). Convém mencionar que, 
até o momento, não foi identificado qualquer agonista seletivo de receptores 
ETa, e que há vários antagonistas não-seletivos (ou mistos) para receptores 
ETA/ETB como o peptídeo TAK-044 (IKEDA, et al., 1994) e a sulfonamida 
bosentan (CLOZEL, et al., 1994).
22
Introdução
1.2.4. Mecanismos de transdução ativados por receptores endotelinérgicos 
Receptores endotelinérgicos podem estar acoplados, através de 
proteínas ligantes de GTP (Gq, Gs, Gi, Go, etc.), a múltiplos mecanismos de 
transdução de sinal (para revisão ver SOKOLOVSKI, 1995). Funcionalmente, 
tanto receptores ETA como ETB comumente ativam a fosfolipase C, causando 
hidrólise do fosfatidilinositol bisfosfato, com rápida formação de 1,4,5- 
trifosfato de inositol (IP3) e 1,2-diacilglicerol (DAG). O IP3 mobiliza o Ca2+ 
dos estoques intracelulares ([Ca2+]{) e o DAG ativa a proteína quinase C. A 
fase inicial transitória da elevação do [Ca2+]i é mediada pelo IP3, enquanto o 
seu aumento sustentado parece ser devido ao influxo de Ca2+ extracelular, 
através de canais sensíveis à voltagem ou operados por receptor 
(SILBERBERG et al., 1989; GOTO et al., 1989; INOUE et al., 1990). A 
elevação do [Ca2+]i pode ativar proteínas quinases e também a fosfolipase A2, 
que fornece ácido araquidônico para a síntese de eicosanóides (para revisão 
ver HYSLOP e DE NUCCI, 1992). A formação de prostanóides, induzida 
pelas endotelinas, pode ainda ser mediada diretamente pela ativação da 
fosfolipase A2, ou através da fosfolipase C, na qual o DAG é convertido, pela 
ação das lipases do ácido araquidônico (SOKOLOVSKI, 1995). Atuando em 
receptores ETA, as endotelinas podem ainda estimular a síntese de 
prostaglandina E2 em osteoblastos, por mecanismo dependente da proteína 
tirosina quinase C (LEIS et al., 1998), levando à formação de ácido
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fosfatídico e DAG, de modo semelhante ao que ocorre pela ativação da 
fosfolipase D (GRIENDLING et al., 1989). Por outro lado, as endotelinas 
podem causar alcalinização celular por ativação do antiporte Na+/H+, 
aumentando indiretamente o [Ca2+]j, que parece ser uma conseqüência da 
ativação da proteína quinase C (LONCHAMPT et al., 1991).
A via da guanilato ciclase parece ser importante para algumas ações 
depressoras das endotelinas e sarafotoxinas, mas o aumento nos níveis de 
GMPc nesses casos parece ser mediado pela síntese de óxido nítrico (para a 
endotelina-3) ou monóxido de carbono (para as sarafotoxinas) (MORITOKI 
et al., 1993; SHAGRA-LEVINE et al., 1994). Além de outros mecanismos já 
descritos, tanto por ativação de receptores ETA como ETB a endotelina-1 
também induz a expressão de proto-oncogenes (c-fos, c-myc, c-juri) 
(SIMONSON et al., 1992; WANG et al., 1994) e, através de estímulos 
mitogênicos, ativa a cascata intracelular de quinases, incluindo a ativação 
sequencial da raf-1, proteína quinase ativada por mitogênio (MAPK) (para 
revisão ver GOTO et al., 1996).
1.2.5. Endotelinas na inflamação
As endotelinas, são substâncias que agem como hormônios locais de 
ação autócrina e parácrina, estimulando a liberação de outros mediadores, 
muitos dos quais podem induzir novamente a sua produção. São expressas e
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secretadas por diversas células importantes durante a inflamação, como 
células endoteliais (YANAGISAWA et al., 1988), mastócitos (YAMAMOTO 
et al., 1994), macrófagos (EHRENREICH et al., 1990) e monócitos 
(CUNNINGHAM et al., 1991; EHRENREICH et al., 1993). Neutrófilos 
podem formar endotelina-1 se presente o seu precursor imediato, a big- 
endotelina-1 (SESSAetal. 1991).
Diversos estudos in vitro e in vivo vêm contribuir para o esclarecimento 
dessa atividade. A endotelina-1, por exemplo, é um estímulo efetivo para a 
produção de TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, peptídeo quimiotático de monócitos-1 e 
fator estimulador de colônia de macrófagos-granulócitos em cultura de 
macrófagos/monócitos humanos (HURIBAL et al., 1992; CUNNINGHAM et 
al., 1993; HELSET et al., 1993), IL-6 de monócitos humanos (McMILLEN,
1995) e de leucócitos pluripotentes de medula óssea de rato (AGUI et al., 
1994). Ainda, a endotelina-1 também estimula a produção de TNFa, IL-1 e 
IL-6 em culturas de células endoteliais humanas e de rato (XIN et al., 1995; 
STANKOVA, et al., 1996).
Ao ativar a fosfolipase A2 em várias células, as endotelinas podem 
estimular a liberação do fator ativador de plaquetas (FAP), bem como de 
produtos do ácido araquidônico, derivados tanto da via ciclo-oxigenase como 
da lipoxigenase. In vitro, antagonistas do receptor do FAP inibem os efeitos 
pró-agregantes da endotelina-1 em neutrófilos humanos (GOMEZ-GARRE et
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al., 1992) e seu efeito vasoconstritor nas vias aéreas de cobaia (FILEP et al., 
1991; NINOMIYA et al., 1992a). A endotelina-1, um potente liberador de 
prostanóides, pode estimular a liberação da tromboxana A2 (TXA2) de células 
das vias aéreas de cobaia (FILEP et al., 1991) e de macrófagos da vias aéreas 
de cão (NINOMIYA, et al., 1992b), da PGD2, PGE2, PGF2ct, PGI2 e TXA2 de 
brônquio humano (HAY et al., 1993) e da PGD2 e PGF2ct a partir de células 
epiteliais das vias aéreas de gato (WU et al., 1993). Há ainda relatos de que a 
endotelina-1 estimula a expressão da ciclo-oxigenase-2 (COX-2; a isoforma 
indutível), mas não da isoforma constitutiva ciclo-oxigenase-1 (COX-1), em 
cultura de células mesangiais (KESTER et al., 1994) e osteoblastos (LEIS et 
al., 1998).
Antagonistas de receptores de LTs reduzem a constrição induzida pela 
endotelina-1 nas vias aéreas de cobaia in vitro (FILEP et al., 1991), enquanto 
inibidores da lipoxigenase inibem a fase inicial da broncoconstrição induzida 
pelo peptídeo no cão (UCHIDA et al., 1992a). Além disso, pelo menos em 
pulmão de rato e brônquios humanos, a endotelina-1 induz a liberação de 
eicosanóides por meio da estimulação de receptores ETA (D’ORLÉANS- 
JUSTE et al., 1992; HAY et al., 1993). Por outro lado, a endotelina-1 libera 
histamina de mastócitos pulmonares de cobaia (mas não os peritoniais) por 
ativação de receptores ETB (NINOMIYA et al., 1992a; UCHIDA et al., 
1992b).
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Quando administrada intravenosamente, a endotelina-1 aumenta o 
extravasamento de proteínas plasmáticas da microvasculatura de estômago, 
duodeno, baço, coração, diafragma, traquéia e brônquio de ratos (FILEP et al., 
1991; FILEP et al., 1994; SIROIS et al., 1992; LOPEZ-BELMONTE e 
WHITTLE, 1995; KUROSE et al., 1993). As endotelinas endógenas, por sua 
vez, parecem contribuir para o edema local, induzido pela ovoalbumina na 
pata de camundongos (SAMPAIO et al., 1995) ou pela carragenina na pata de 
ratos (BERTELLI et al., 1992).
A endotelina-1 pode também atuar como fator quimiotático para 
monócitos e macrófagos (ACHMAD e RAO, 1992) que, por sua vez, são 
capazes de gerar endotelina-1 na presença de estímulos inflamatórios como o 
LPS (EHRENREICH et al., 1990; CUNNINGHAM et al., 1991). Além disso, 
os níveis circulantes de endotelina-1 estão aumentados em animais tratados 
com LPS, e essa alteração está correlacionada a mudanças nos níveis 
plasmáticos de várias citocinas pró-inflamatórias e/ou marcadores 
inflamatórios importantes (para revisão ver BATTISTINI 1996).
1.2.6. Endotelinas na dor
Alguns poucos trabalhos têm demonstrado que as endotelinas podem 
apresentar propriedades nociceptivas. As três isoformas de endotelinas 
causam contorções abdominais quando injetadas intraperitonealmente em
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camundongos (FERREIRA et al., 1989; RAFFA e JACOBY, 1991; RAFFA 
et al., 1991; RAFFA et al., 1996). Por outro lado, a injeção intraplantar de 
endotelina-1 induz hiperalgesia, ou seja diminuição do limiar de resposta à 
aplicação de um estímulo mecânico em ratos, ou de um estímulo químico 
(formalina ou capsaicina) em camundongos (FERREIRA et al., 1989; 
PIOVEZAN et al., 1997; PIOVEZAN, 1997). No homem, a injeção 
intradérmica de endotelina-1 no antebraço também causa efeito hiperalgésico, 
sensibilizando a área circunjacente a estímulos mecânicos (FERREIRA et al., 
1989). Além disso, voluntários que receberam infusão de endotelina-1 na 
artéria braquial, relataram dor profunda no antebraço, a qual foi aumentada ao 
toque ou por contração muscular (DAHLOF et al., 1990). Os mecanismos 
subjacentes a essas ações não foram ainda esclarecidos, mas podem envolver, 
pelo menos em parte, a despolarização direta das terminações periféricas de 
neurônios aferentes primários (YOSHIZAWA, et al., 1989).
Por outro lado, quando administradas centralmente, as endotelinas 
parecem execer ações antinociceptivas. Os efeitos antinociceptivos supra- 
espinhais da endotelina-1 e da endotelina-3 parecem ser mediados pela 
ativação de canais de Ca2+, mas independem da liberação de opióides 
endógenos (NIKOLOV et al., 1993), enquanto o efeito antinociceptivo
espinhal da endotelina-1 se deve, pelo menos em parte, à ativação de canais
2*1de Ca e aumento da liberação de metionina-encefalina, que age sobre os
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receptores opióides do tipo ô (KAMEI et al., 1993). Além disso, a ativação de 
receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, na substância cinzenta 
periaquedutal, parece ser uma etapa essencial para a antinocicepção induzida 
pela endotelina-1 (D’AMICO et al., 1996).
1.2.7. Endotelinas na articulação
Vários tecidos articulares, inclusive culturas de condrócitos de ratos 
(KHATIB et al., 1997) e células endoteliais humanas de vasos sangüíneos 
sinoviais (WHARTON et al., 1992) e sinoviócitos (YOSHIDA et al., 1997; 
1998), expressam e/ou secretam quantias significantes de endotelina-1. Além 
disso, a endotelina-1 é mitogênica em condrócitos articulares 
(STOJILKOVIC et al., 1994; KHATIB et al., 1997) e induz a expressão de 
moléculas de adesão ICAM-1, VCAM-1 e CD-44 em cultura de fibroblastos 
sinoviais (SCHWARTING et al., 1996) e a produção de fibronectina e 
colágeno em sinoviócitos de coelho (GUTIERREZ et al., 1996). A 
endotelina-1 estimula a produção de IL-6, mas não o fator estimulador de 
colônia de macrófagos em osteoblastos, podendo influenciar o metabolismo e 
a homeostasia óssea (PERKINS et al., 1997).
Os níveis de endotelina-1 no fluído sinovial de pacientes com artrite 
reumática, gota ou osteoartrite são mais elevados do que aqueles encontrados
normalmente no plasma (NAHIR et al., 1991; MIYASAKA et al., 1992;
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SILVERI et al., 1996). O nível plasmático de endotelina-1 é mais alto durante 
artrite reumática ativa (quando comparado aos de indivíduos normais ou nos 
quais a doença está inativa; MIYASAKA et al., 1992) e em pacientes com a 
doença de Behcet, uma condição associada com complicações articulares 
(USLU et al., 1997). Além disso, corações isolados de ratos poliartríticos, mas 
não de controles, apresentaram uma marcada vasoconstrição coronária ex 
vivo, que foi abolida por um antagonista misto de receptores ETA/ETB 
(KLEMM et al., 1995).
O conjunto dessas evidências sugere, fortemente, que certas doenças 
inflamatórias articulares poderiam estar associadas com uma produção 
aumentada de endotelina-1. Considerando que a endotelina-1 sensibiliza 
marcadamente a articulação de joelho de cães para o efeito hiperalgésico da 
PGE2 (FERREIRA et al., 1989), talvez a dor associada a doenças articulares 
inflamatórias possa decorrer, pelo menos em parte, da produção exagerada de 
endotelinas por constituintes desse tecido. Até o presente momento, não há 
trabalhos que tenham procurado investigar essa possibilidade. Sendo assim, o 
teste da incapacitação articular em ratos, capaz de avaliar a nocicepção 
associada a artrites experimentais, além de detectar a participação de 
mediadores inflamatórios, parece ser um importante método para investigar o 
envolvimento das endotelinas na nocicepção inflamatória articular.
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2. OBJETIVOS
O presente estudo teve como objetivos:
1. Investigar os possíveis efeitos periféricos da endotelina-1 e sarafotoxina 
S6c no modelo da incapacitação articular de joelho de rato.
2. Caracterizar os receptores endotelinérgicos envolvidos nas ações 
nociceptivas e/ou hiperalgésicas da endotelina-1.
3. Verificar a possível participação das endotelinas endógenas na nocicepção 
articular induzida pela carragenina ou LPS.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS
3.1. Animais
Em nossos experimentos foram utilizados ratos Wistar machos com 
pesos variando entre 150 e 200 gramas, criados até o desmame pelo Biotério 
Central da Universidade Federal de Santa Catarina e depois mantidos até o 
uso no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia, sob condições 
controladas de temperatura (23 ± 2°C) e luminosidade (ciclo de claro/escuro 
de 12h), com livre acesso à água e ração. Por ocasião do delineamento 
experimental, cada animal foi transferido ao laboratório de experimentação e 
mantido por pelo menos 1 h para ambientação antes de qualquer 
procedimento experimental. Todos os experimentos foram conduzidos de 
acordo com as diretrizes éticas da Associação Internacional para o Estudo da 
Dor (IASP, 1983).
3.2. Drogas
Este estudo foi conduzido utilizando-se as seguintes drogas: carragenina 
(Marine Colloids Co., E.U.A.), lipopolissacarídeo de E. coli (LPS; sorotipo 
055:B5; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, E.U.A.), endotelina-1 e 
sarafotoxina S6c (American Peptide Co., Sunnyvale, CA, E.U.A.), BQ-123 
(ciclo [D-Trp-DAsp-Pro-D-Val-Leu]; sintetizado pelo Departmento de
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Farmacologia da Universidade de Sherbrooke, Sherbrooke, Canadá), BQ-788 
(N-cw-2,6-dimetil-piperidino-carbonil-L-y-metil-leucil-D-l-metoxi-carbonil- 
triptofanil-D-norleucina; Research Biochemicals International, Natick, MA, 
E.U.A.) e bosentan (gentilmente doado pela Dra. Martine Clozel, F. Hoffinann 
La-Roche A.G., Basel, Suíça). As soluções estoque (10 a 100 jiM) de 
endotelina-1, sarafotoxina S6c, BQ-123 e BQ-788 foram preparadas em solução 
estéril salina tamponada com fosfato (PBS), estocadas a -18°C e diluídas em 
PBS nas concentrações desejadas, no momento do uso. O bosentan foi 
dissolvido no dia de uso em água destilada estéril, sob aquecimento em banho- 
Maria (50°C). A carragenina e o LPS foram preparados no dia de uso em PBS.
3.3. A injeção intra-articular de drogas
As injeções intra-articulares (i.a.) foram feitas com o animal acordado. 
Para tanto, os animais foram cuidadosamente imobilizados dentro de um cone 
feito de cartolina, de forma que ficasse exposta apenas a parte do corpo do 
terço inferior do abdómen para baixo. Com uma das mãos segurou-se o rato 
em decúbito dorsal e sua perna posterior direita foi fletida. Em seguida, o 
joelho do animal foi depilado para que o local de introdução da agulha 
pudesse ser visualizado. Tocando-se levemente com a ponta dos dedos, foi 
possível sentir a extremidade do fêmur e da tíbia, sendo possível também ver 
o ligamento que ancora a patela aos dois, como uma faixa esbranquiçada
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longitudinal. Procedeu-se à antissepsia da área depilada com álcool 70°. Na 
linha desse ligamento, acima da patela e abaixo da ponta do fêmur introduziu- 
se, perpendicularmente, a agulha (13 x 3,8) em cerca de 1/3 de seu 
comprimento, sem oferecer resistência. Os volumes das soluções injetadas 
não excederam a 40 jllI.
O termo “articulação normal” é usado para identificar quando uma 
articulação recebe apenas um estímulo nociceptivo inflamatório, enquanto 
“articulação sensibilizada” refere-se ao estímulo prévio (72 h) de uma 
articulação com agente nociceptivo inflamatório (carragenina). Estes 
estímulos nociceptivos foram sempre obtidos a partir de injeções intra- 
articulares.
3.4. O teste de nocicepção articular
Para avaliar quantitativamente o grau de incapacitação motora do 
membro que recebeu o estímulo nociceptivo, foi utilizado o modelo de 
nocicepção articular induzida por agentes inflamatórios descrito 
anteriormente por Tonussi e Ferreira (1992). O sistema de registro é 
constituído por um conjunto de cilindro de aço inox (30 cm largura x 30 cm 
diâmetro), coberto com tela de trama fina de arame de aço inox, que gira a 
uma velocidade de 3 r.p.m.. A superfície do cilindro é dividida em 3 trilhas 
iguais, cada qual ligada ao terra de um microcomputador, permitindo a
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colocação no aparelho de 3 animais simultaneamente. O sistema se completa 
com as sapatilhas metálicas, que são colocadas nas patas direitas e conectadas 
à porta de entrada de dados do microcomputador e aquelas colocadas nas 
patas esquerdas apenas com a função de dar equilíbrio aos animais. Após a 
colocação das sapatilhas, os animais permaneceram nas caixas durante pelo 
menos 30 min para habituação. Os registros do estado funcional das 
articulações foram realizados colocando-se os animais sobre o cilindro em 
rotação e medindo-se, por meio de um programa específico no 
microcomputador, o tempo em que a pata direita posterior do animal deixou 
de tocar a superfície do cilindro, durante um período de tempo fixo de 60 s. A 
deambulação sobre o cilindro obriga as patas posteriores a, alternadamente, 
deixarem de apoiar o animal. Acumulando-se o tempo em que a pata posterior 
direita não toca o cilindro durante um período de observação de 60 s obtém-se 
o “Tempo de Elevação da Pata”, ou TEP. Em animais normais o TEP varia 
em tomo de 10 s, e elevações desse índice indicam desenvolvimento de 
incapacitação articular. Para evitar flutuações, principalmente durante o 
registro do valor do TEP basal, os animais foram treinados no aparelho no dia 
anterior ao do teste. Durante os experimentos, as medidas do TEP foram 
realizadas a intervalos de 1 h, nos quais os animais permaneceram em suas 
gaiolas.
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3.5. Incapacitação articular induzida pela endotelina-1 ou sarafotoxina 
S6c
Nos experimentos iniciais, examinou-se a influência de injeções i.a. de 
endotelina-1 ou do agonista seletivo de receptores ETB, a saratotoxina S6c 
(cada qual a 15, 30, 60, 120 ou 240 pmol) sobre o TEP. Animais controle 
receberam injeções semelhantes do veículo (PBS). Os efeitos desses agonistas 
endotelinérgicos foram avaliados a cada h por até 6 h em animais normais e 
por até 12 h em animais cuja articulação havia sido tratada 72 h antes com 
carragenina (300 j_ig, i.a.; ver abaixo). Paralelamente, alguns animais foram 
tratados com injeção intravenosa (/.v.) do antagonista não-peptídico misto de 
receptores endotelinérgicos ETA/ETB, bosentan (10 e 30 mg/kg), ou com 
injeção i.a. de BQ-123 (10 e 30 nmol) ou BQ-788 (10 nmol), antagonistas 
peptídicos seletivos para receptores ETA ou ETB, respectivamente, 15 min 
antes da injeção de endotelina-1 (30 ou 120 pmol, i.a.). Nestes experimentos, 
os animais controle receberam tratamentos análogos com salina (i.v.) e/ou 
PBS (i.a.).
3.6. Incapacitação articular induzida pela carragenina
Com o objetivo de quantificar o efeito nociceptivo da carragenina no 
modelo, comparou-se a influência da injeção i.a. de diferentes doses desse 
agente (75, 150, 300 ou 3000 (ig) sobre o TEP, avaliado a cada hora por 60 s
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até 6 h após a administração. Em alguns animais, o TEP foi ainda reavaliado 
às 24, 48 e 72 h após a injeção de carragenina. Animais controle receberam 
tratamento análogo com o veículo (PBS). A partir destes experimentos, foram 
selecionadas as doses de 150 e 300 jig de carragenina para estudos 
subseqüentes, porque estas provocaram níveis submáximos de respostas 
nociceptivas (ver em Resultados).
Para avaliar a influência da endotelina-1 sobre a nocicepção induzida 
pela carragenina, em alguns experimentos injetou-se uma dose não- 
nociceptiva do peptídeo (30 pmol, i.a.) ou veículo (PBS) 30, 60 ou 120 min 
antes da administração de carragenina (150 ng, i.a.). No grupo experimental 
seguinte, os animais receberam injeções i.a. de endotelina-1, sarafotoxina S6c 
(cada qual 15, 30 ou 60 pmol) ou veículo 30 min antes da carragenina (tempo 
escolhido a partir dos resultados obtidos no grupo anterior).
Em outro grupo experimental avaliou-se o possível envolvimento de 
endotelinas endógenas na nocicepção induzida por carragenina. Para tal, 
testamos os efeitos da carragenina (300|ig, i.a.) 15 min após o tratamento com 
o antagonista não-peptídico misto de receptores endotelinérgicos ETA/ETB, 
bosentan (3, 10 ou 30 mg/kg, Lv.) ou salina.
3.7. Incapacitação articular induzida pelo LPS
A exemplo do que foi feito com a carragenina, também quantificou-se o
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efeito nociceptivo de diferentes doses de LPS de E. coli (1, 5 ou 10 |ug, i.a.) 
sobre o TEP, avaliado a cada hora por 60 s até 6 h após a administração. 
Animais controle receberam tratamento análogo com o veículo (PBS). A 
partir destes experimentos, foi selecionada a dose de 1 jig de LPS para 
estudos posteriores, porque foi a que acarretou respostas nociceptivas sub- 
máximas mais consistentes. Em alguns grupos de animais, testou-se a 
influência do antagonista não-peptídico misto de receptores endotelinérgicos 
ETa/ETb, bosentan (3, 10 ou 30 mg/kg, /.v., 15 min antes do LPS) sobre a 
nocicepção acarretada pelo LPS (1 fj.g, i.a.). Em outros, injetou-se doses não- 
nociceptivas de endotelina-1, sarafotoxina S6c (cada qual a 15, 30 ou 60 
pmol) ou veículo (PBS) 30 min antes da administração de LPS (1 p.g, i.a.), 
para verificar a possível influência desses agonistas endotelinérgicos na 
nocicepção induzida por este agente.
3.8. Incapacitação induzida por carragenina ou LPS em articulações 
sensibilizadas previamente com carragenina
Conforme demonstrado por Tonussi (1996), a injeção i.a. de 
carragenina (300 jig) causa, 72 h depois, um aumento pronunciado de 
respostas nociceptivas ao próprio agente e ao LPS, bem como modificações 
no perfil de mediadores envolvidos nesses fenômenos. Nesse sentido, foram
realizados experimentos, utilizando-se antagonistas de receptores
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endotelinérgicos, para investigar o possível papel das endotelinas endógenas 
sobre a nocicepção induzida pela carragenina ou LPS em articulações 
sensibilizadas previamente com carragenina. Alguns animais foram tratados 
com o antagonista não-peptídico misto de receptores endotelinérgicos 
ETa/ETb, bosentan (10 ou 30 mg/kg, no caso da carragenina; 1, 3, 10 ou 30 
mg/kg, no caso do LPS; /'.v. 15 min antes) ou salina. Outros receberam 
injeções i.a. de BQ-123 (10 e 30 nmol) ou BQ-788 (3 e 10 nmol), 
antagonistas peptídicos seletivos para receptores ETA ou ETB, 
respectivamente, ou PBS, 15 min antes do LPS.
3.9. Incapacitação induzida por endotelina-1 ou sarafotoxina S6c em 
articulações sensibilizadas previamente com carragenina
Alguns experimentos foram realizados para analisar se a sensibilização 
prévia (72 h) das articulações com carragenina altera as propriedades 
nociceptivas da endotelina-1 ou do agonista seletivo de receptores ETB , a 
sarafotoxina S6c. Nestes estudos, 72 h após tratamento i.a. com carragenina, 
cada agonista foi injetado, isoladamente, na dose de 30 pmol (i.a.). Parte dos 
animais foram ainda tratados i.a. 15 min antes da injeção de endotelina-1 com 
PBS, BQ-123 (10 nmol) ou BQ-788 (10 nmol), antagonistas peptídicos 
seletivos para receptores ETA ou ETB, respectivamente.
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3.10. Apresentação e análise estatística dos resultados
Para minimizar a interferência de possíveis flutuações espontâneas da 
reatividade nociceptiva dos animais sobre a interpretação dos resultados, os 
animais controle em cada grupo foram sempre testados em paralelo com os 
seus respectivos animais experimentais.
Os resultados são apresentados como as médias aritméticas de 6 a 10 
observações, acompanhadas dos seus respectivos erros padrão da média 
(E.P.M.) dos valores absolutos dos tempos de elevação das patas (TEPs) ou
r
como as Areas Sob as Curvas (ASCs), calculadas em unidades arbitrárias a 
partir das curvas representativas dos TEPs, tomados a intervalos de 1 h, por 
períodos de 0-6 ou 0-12 h.
A análise estatística dos resultados foi realizada inicialmente 
utilizando-se análise de variância (ANOVA). Quando este teste acusou 
diferenças com nível de significância P <, 0,05, procedeu-se à realização do 
teste de Bonferroni. Diferenças com P < 0,05 foram tomadas como 
estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS
4.1. Nocicepção induzida pela endotelina-1 ou sarafotoxina S6c
Os resultados da Figura 1 mostram que a injeção la. de endotelina-1 
(15, 30, 60, 120 ou 240 pmol) induziu, em articulações normais, respostas 
nociceptivas dependentes da dose. Nas doses de 120 ou 240 pmol, a 
endotelina-1 induziu incapacitação progressiva, começando aos primeiros 15 
min da injeção (dados não mostrados) e declinando 6 h depois. A 
incapacitação é representada pelo aumento significativo no TEP (i.e. efeito 
nociceptivo; Figura IA), e pelo aumento das ASCs calculadas a partir dos 
valores de TEP, registrados entre 0-6 h, de 63 ± 2 (controle PBS) para 131 ± 
17 e 217 ± 12 (endotelina-1 120 e 240 pmol, respectivamente; P < 0,05) 
(Figura 1B). Em contraste, a injeção la. do agonista seletivo de receptores 
ETb, a sarafotoxina S6c, em todas as doses testadas (15, 30, 60, 120 ou 240 
pmol) não alterou o TEP até 6 h após a sua injeção (Figura 2).
Considerando-se que a resposta nociceptiva obtida com 120 pmol de 
endotelina-1 foi significativa e claramente sub-máxima, esta dose foi 
escolhida para investigar, com emprego de antagonistas de receptores 
endotelinérgicos, os possíveis receptores envolvidos nessa ação.
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Tempo após estímulo com ET-1 (h)
ET-1 (pmol)
Figura 1: Efeitos nociceptivos da endotelina-1 (ET-1) em articulações normais de rato. Os 
animais receberam injeção i.a. do veículo (PBS) ou de ET-1, nas doses indicadas. 
Painel A: Valores dos TEPs avaliados a cada hora até 6 h após a injeção de ET-1 ou 
PBS. Painel B: Valores das ASCs 0-6 h calculadas (em unidades arbitrárias) a partir 
dos TEPs de cada grupo apresentados no Painel A. Cada valor representa a média ± 
E.P.M. de 6-10 animais por grupo. Asteriscos (*) denotam P ^ 0,05 quando cada 
valor obtido é comparado ao respectivo valor controle (PBS) (ANOVA seguida pelo 
teste de Bonferroni).
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Figura 2: Efeitos da sarafotoxina S6c (S6c), um agonista seletivo de receptores ETb, em 
articulações normais de rato. Os animais receberam injeção i.a. do veículo (PBS) ou 
de sarafotoxina S6c, nas doses indicadas. Painel A: Valores dos TEPs avaliados a 
cada hora até 6 h após a injeção de S6c ou PBS. Painel B: Valores das ASCs 0-6 h 
calculadas (em unidades arbitrárias) a partir dos TEPs de cada grupo apresentados no 
Painel A. Cada valor representa a média ± E.P.M. de 6-10 animais por grupo. A 
sarafotoxina S6c, nas doses utilizadas não alterou os TEPs nos animais testados (P > 
0,05; ANOVA ).
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Verificou-se que o tratamento com o antagonista não-peptídico misto 
(i.e. não seletivo) de receptores ETA/ETB, bosentan (10 ou 30 mg/kg, /.v., 15 
min antes da endotelina-1) inibiu seus efeitos nociceptivos em 54 e 72%, 
respectivamente (Figura 3). De modo semelhante, a nocicepção induzida pela 
endotelina-1 (120 pmol) também foi significativamente reduzida pelo 
tratamento prévio (15 min, i.a.) com 10 ou 30 nmol do antagonista seletivo de 
receptores ETA, o BQ-123 (=48% de inibição para cada dose), mas foi 
inalterada pelo antagonista seletivo de receptores ETB, o BQ-788 (10 nmol; 
Figura 4).
4.2. Influência do tratamento local com endotelina-1 ou sarafotoxina S6c 
sobre a incapacitação articular induzida pela carragenina
Os resultados de estudos preliminares realizados para avaliar os efeitos 
das injeções i.a. de carragenina (75, 150, 300, 3.000 |ug) sobre o TEP de ratos, 
bem como as ASCs 0-6 h calculadas a partir das curvas dos TEPs, estão 
apresentados na Figura 5. Verificou-se que a resposta nociceptiva induzida por 
150 jj.g de carragenina (ASC = 106 ± 5) foi claramente submáxima, uma vez 
que diferiu significativamente daquela obtida em resposta à dose de 3.000 fig 
(ASC 0-6 h = 176 ± 22). Assim, para os estudos subsequentes, utilizou-se 
carragenina 150 jag como estímulo nociceptivo e para investigar a possível
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influência da injeção de endotelina-1, em dose não-nociceptiva (30 pmol, i.a), 
30, 60 ou 120 min antes da carragenina. Conforme ilustra a Figura 6, essa dose 
de endotelina-1 potencializou as respostas nociceptivas à carragenina em todos 
os intervalos testados, sendo este efeito mais pronunciado quando o intervalo foi 
de 30 min.
Para melhor investigar o fenômeno da potencialização das respostas à 
carragenina pela endotelina-1, injetou-se diferentes doses não-nociceptivas 
desse peptídeo ou da sarafotoxina S6c (15, 30 ou 60 pmol) 30 min antes do 
polissacarídeo. Como ilustra a Figura 7, a nocicepção induzida pela carragenina 
foi claramente potencializada por todas as doses testadas de endotelina-1, o que 
pode ser apreciado tanto pelos aumentos significativos dos TEPs quanto das 
ASCs (P < 0,05). Ao contrário da endotelina-1, o agonista seletivo para 
receptores ETB sarafotoxina S6c (15, 30 ou 60 pmol) não modificou a 
nocicepção induzida pela carragenina (150 jag; Figura 8).
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Figura 3: Influência do bosentan (BOS), um antagonista misto de receptores endotelinérgicos 
ETa/ETb , sobre as respostas nociceptivas induzidas pela injeção de endotelina-1 (ET-1 
120 pmol) em articulações normais de rato. Quinze minutos antes da injeção ia. de 
ET-1, os animais receberam injeção i.v. do veículo (salina) ou bosentan nas doses de 
10 ou 30 mg/kg. Painel A: Valores dos TEPs avaliados a cada hora até 6 h após a 
injeção de ET-1 ou PBS. Painel B: Valores das ASCs 0-6 h calculadas a partir dos 
resultados do Painel A. Cada valor representa a média ± E.P.M. de 6-10 animais. Os 
asteriscos (*) e as cerquilhas (#) denotam P < 0,05 quando cada valor é comparado ao 
valor correspondente obtido em animal controle (PBS) ou tratado somente com 
endotelina-1, respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni)'
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Figura 4: Influência do BQ-123 ou BQ-788, antagonistas seletivos de receptores 
endotelinérgicos ET a e ETb, respectivamente, sobre as respostas nociceptivas 
induzidas por injeção i.a. de endotelina-1 (ET-1; 120 pmol) em articulações 
normais de rato. Quinze minutos antes do estímulo com ET-1 os diferentes grupos 
de animais receberam injeção i.a. do veículo (PBS), BQ-123 (10, 30 nmol) ou BQ- 
788 (10 nmol). Painel A: Valores dos TEPs avaliados a cada hora até 6 h após a 
injeção de ET-1 ou PBS. Painel B: Valores das ASCs 0-6 h calculadas a partir dos 
resultados do Painel A. Cada valor representa a média ± E.P.M. de 6-10 animais por 
grupo. Os asteriscos (*) e as cerquilhas (#) denotam P á 0,05 quando cada valor é 
comparado ao valor correspondente obtido em animal controle (PBS) ou tratado 
somente com ET-1, respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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Figura 5: Efeitos nociceptivos da carragenina (CG) em articulações normais de rato. Os animais 
receberam injeção i.a. do veículo (PBS) ou de carragenina, nas doses indicadas. Painel 
A: Valores dos TEPs avaliados a cada hora até 6 h após a injeção de CG ou PBS. 
Painel B: Valores das ASCs 0-6 h calculadas (em unidades arbitrárias) a partir dos 
TEPs de cada grupo apresentados no Painel A. Cada valor representa a média ± E.P.M. 
de 6-10 animais por grupo. Asteriscos (*) e a cerquilha (#) denotam P ^ 0,05 quando 
cada valor obtido é comparado ao respectivo valor controle (PBS) ou tratado com 
carragenina na dose de 3.000 (_tg, respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de 
Bonferroni).
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Figura 6: Influência da injeção i.a. prévia de endotelina-1 (ET-1; 30 pmol), em diferentes 
tempos, sobre o TEP induzido pela injeção de carragenina (CG; 150 p.g) em 
articulações normais de rato. Painel A: Valores dos TEPs avaliados a cada hora até 6 h 
após a injeção de CG ou PBS. Painel B: Valores das ASCs 0-6 h calculadas (em 
unidades arbitrárias) a partir dos TEPs de cada grupo apresentados no Painel A. Cada 
valor representa a média ± E.P.M. de 6-10 animais por grupo. Asteriscos (*) denotam 
P < 0,05 quando cada valor obtido é comparado ao correspondente valor controle 
(PBS; 30 min, 60 min, 120 min) (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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Figura 7: Influência da endotelina-1 (ET-1) sobre a nocicepção inflamatória induzida pela 
injeção de carragenina (CG; 150 |ig) em articulações normais de rato. Trinta 
minutos antes do estímulo com carragenina os animais receberam injeção i.a. do 
veículo (PBS) ou ET-1 nas doses indicadas. Painel A: Valores dos TEPs avaliados 
a cada hora até 6 h após a injeção de CG ou PBS. Painel B: Valores das ASCs 0-6 h 
calculadas a partir dos resultados do Painel A. Cada valor representa a média ± 
E.P.M. de 6-10 animais por grupo. Os asteriscos (*) e as cerquilhas (#) denotam P < 
0,05 quando cada valor é comparado ao valor correspondente obtido em animal 
controle (PBS) ou tratado somente com CG, respectivamente (ANOVA seguida pelo 
teste de Bonferroni).
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Figura 8: Influência da sarafotoxina S6c (S6c) sobre a nocicepção inflamatória induzida pela 
injeção de carragenina (CG; 150 |xg) em articulações normais de rato. Trinta 
minutos antes do estímulo com carragenina os animais receberam injeção i.a. do 
veículo (PBS) ou S6c nas doses indicadas. Painel A: Valores dos TEPs avaliados a 
cada hora até 6 h após a injeção de CG ou PBS. Painel B: Valores das ASCs 0-6 h 
calculadas a partir dos resultados do Painel A. Cada valor representa a média ± 
E.P.M. de 6-10 animais por grupo. Os asteriscos (*) denotam P < 0,05 quando cada 
valor é comparado ao valor correspondente obtido em animal controle (PBS). A 
sarafotoxina S6c, nas doses utilizadas, não alterou os TEPs induzidos pela CG nos 
animais testados (P > 0,05; ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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4.3. Influência do tratamento local com endotelina-1 ou sarafotoxina S6c 
sobre a incapacitação articular induzida pelo LPS
A injeção i.a. de diferentes doses de LPS (1, 5, ou 10 |ig) em articulações 
normais de ratos causou respostas nociceptivas que não diferiram entre si 
quanto à intensidade ou decurso temporal (Figura 9). Como a resposta induzida 
pela dose de 1 jug de LPS foi a mais consistente, esta foi escolhida para os 
experimentos subseqüentes. A exemplo do que foi observado com relação à 
carragenina, doses não-nociceptivas de endotelina-1 (15, 30 ou 60 pmol; 30 min 
antes) também potencializaram a incapacitação articular induzida pelo LPS, 
aumentando significativamente tanto os valores do TEP quanto das ASCs 
calculadas de 0-6 h (de 109 ± 5 para 133 ± 7 e 141 ± 8 nas doses de 15 e 30 
pmol, respectivamente; Figura 10). Diferentemente da endotelina-1, o agonista 
seletivo para receptores ETB, a sarafotoxina S6c (15, 30 ou 60 pmol) não alterou 
a nocicepção induzida pelo LPS (1 j^ ig) em articulações normais de rato (Figura
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Figura 9: Efeitos nociceptivos do LPS em articulações normais de rato. Os animais receberam 
injeção i.a. do veículo (PBS) ou de LPS, nas doses indicadas. Painel A: Valores 
dosTEPs avaliados a cada hora até 6 h após a injeção de LPS ou PBS. Painel B: 
Valores das ASCs 0-6 h calculadas (em unidades arbitrárias) a partir dos TEPs de 
cada grupo apresentados no Painel A. Cada valor representa a média ± E.P.M. de 6­
10 animais por grupo. Asteriscos (*) denotam P £ 0,05 quando cada valor obtido é 
comparado ao respectivo valor controle (PBS) (ANOVA seguida pelo teste de 
Bonferroni).
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Figura 10: Influência da endotelina-1 (ET-1) sobre a nocicepção inflamatória induzida pela 
injeção de LPS (1 jag) em articulações normais de rato. Trinta minutos antes do 
estímulo com LPS os animais receberam injeção i.a. do veículo (PBS) ou ET-1 nas 
doses indicadas. Painel A: Valores dos TEPs avaliados a cada hora até 6 h após a 
injeção de LPS ou PBS. Painel B: Valores das ASCs 0-6 h calculadas a partir dos 
resultados do Painel A. Cada valor representa a média ± E.P.M. de 6-10 animais por 
grupo. Os asteriscos (*) e as cerquilhas (#) denotam P < 0,05 quando cada valor é 
comparado ao valor correspondente obtido em animal controle (PBS) ou tratado 
somente com LPS, respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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Figura 11: Influência da sarafotoxina S6c (S6c) sobre a nocicepção inflamatória induzida 
pela injeção de LPS (1 jag) em articulações normais de rato. Trinta minutos 
antes do estímulo com LPS os animais receberam injeção i.a. dó veículo (PBS) 
ou sarafotoxina S6c nas doses indicadas. Painel A: Valores dos TEPs avaliados 
a cada hora até 6 h após a injeção de LPS ou PBS. Painel B: Valores das ASCs 0­
6 h calculadas a partir dos resultados do Painel Ar Cada valor representa a média 
± E.P.M. de 6-10 animais por grupo. Os asteriscos (*) denotam P < 0,05 quando 
cada valor é comparado ao valor correspondente obtido em animal controle 
(PBS). A sarafotoxina S6c, nas dóses utilizadas, não alterou os TEPs induzidos 
pelo LPS nos animais testados (P > 0,05) (ANOVA seguida pelo teste de 
Bonferroni).
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4.4. Sensibilização articular nociceptiva induzida pela carragenina
Embora a resposta nociceptiva à carragenina (300 (ig) houvesse 
desaparecido por completo 72 h após sua injeção i.a., a injeção subseqüente da 
própria carragenina (300 jig) ou do LPS (1 jig) nesse momento induziu 
respostas nociceptivas claramente maiores que as causadas em articulação 
normal (Figuras 12 e 13, respectivamente). Tal potencialização das ações da 
carragenina e do LPS caracterizou-se por desenvolvimento mais rápido, bem 
como por maior intensidade e duração das respostas nociceptivas a esses 
agentes. Em relação ao que se observou em articulações normais, as ASCs 
relativas aos TEPs no período 0-12 h de animais sensibilizados com carragenina 
e injetados 72 h após com o mesmo agente apresentaram-se potencializadas em 
cerca de 142% (Figuras 12-B). Quando a comparação foi feita entre a injeção 
de LPS em articulações normais ou sensibilizadas previamente com a 
carragenina a potencialização foi cerca de 82% (13-B). É importante salientar 
que injeções de PBS não alteraram o TEP basal (ou as ASCs 0-6 h e 0-12 h) em 
articulações normais, ou em articulações que receberam, 72 h antes, injeção de 
carragenina ou de PBS.
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Figura 12: Comparação dos efeitos nociceptivos da carragenina (CG; 300 ng) injetada em 
articulações normais ou sensibilizadas previamente (72 h) com a própria CG. 
Painel A: Valores dos TEPs avaliados a cada hora até 12 h após a injeção de CG 
ou PBS. Painel B: Valores das ASCs 0-12 h calculadas a partir dos resultados do 
Painel A. Cada valor representa a média ± E.P.M. de 6-10 animais por grupo. Os 
asteriscos (*) e a cerquilha (#) denotam P ^ 0,05 quando cada valor é comparado 
ao valor correspondente obtido em animal controle (PBS) ou com o estímulo 
único de CG, respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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Figura 13: Comparação dos efeitos nociceptivos do LPS (1 |ig), injetado em articulações 
normais ou sensibilizadas previamente (72 h) com carragenina (CG; 300 (ig). 
Painel A: Valores dos TEPs avaliados a cada hora até 12 h após a injeção de LPS 
ou PBS. Painel B: Valores das ASCs 0-12 h calculadas a partir dos resultados do 
Painel A. Cada valor representa a média ± E.P.M. de 6-10 animais por grupo. Os 
asteriscos (*) e a cerquilha (#) denotam P < 0,05 quando cada valor é comparado 
ao valor correspondente obtido em animal controle (PBS) ou com o estímulo 
único de LPS, respectivamente. (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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4.5. Influência do bosentan na nocicepção causada por carragenina ou 
LPS
O antagonista misto para receptores ETA/ETB, bosentan (3 ou 10 
mg/kg, í.v.), não modificou o TEP de animais normais injetados com PBS 
(resultados não mostrados), carragenina (300 |ig; Figura 14) ou LPS (1 (_ig; 
Figura 15). Também não modificou as respostas nociceptivas induzidas por 
carragenina em articulação sensibilizada previamente com esse agente (Figura 
16). Ao contrário, quando as articulações sensibilizadas com carragenina 
receberam LPS, o bosentan induziu, claramente, uma redução pronunciada e 
duradoura das respostas nociceptivas. Este efeito antinociceptivo do bosentan 
foi dependente da dose e exibiu efeitos significantes na faixa de doses de 3 a 
10 mg/kg, mas foi inefetivo nas doses de 1 ou 30 mg/kg (Figura 17).
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Figura 14: Influência do bosentan (BOS), um antagonista misto de receptores endotelinérgicos 
ETa/ETb, sobre as respostas nociceptivas induzidas pela carragenina (CG; 300 fxg) 
em articulações normais de rato. Quinze minutos antes do estímulo com CG, os 
animais receberam injeção i.v. do veículo (salina) ou bosentan nas doses de 10 ou 30 
mg/kg. Painel A: Valores dos TEPs avaliados a cada hora até 12 h após a injeção 
de CG ou PBS. Painel B: Valores das ASCs 0-12 h calculadas a partir dos 
resultados do Painel A. Cada valor representa a média ± E.P.M. de 6-10 animais 
por grupo. Os asteriscos (*) denotam P ^ 0,05 quando cada valor é comparado ao 
valor correspondente obtido em animal controle (PBS). O bosentan, nas doses 
utilizadas, não alterou as respostas nociceptivas induzidas pela CG nos animais 
testados (P > 0,05) (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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Figura 15: Influência do bosentan (BOS), um antagonista misto de receptores endotelinérgicos 
ETa/ETb, sobre as respostas nociceptivas induzidas pelo LPS (1 |j.g) em articulações 
normais de rato. Quinze minutos antes do estímulo com LPS, os animais receberam 
injeção i.v. do veículo (salina) ou bosentan nas doses de 10 ou 30 mg/kg. Painel A: 
Valores dos TEPs avaliados a cada hora até 12 h após a injeção de LPS ou PBS. 
Painel B: Valores das ASCs 0-12 h calculadas a partir dos resultados do Painel A. 
Cada valor representa a média ± E.P.M. de 6-10 animais por grupo. Os asteriscos 
(*) denotam P ^ 0,05 quando cada valor é comparado ao valor correspondente 
obtido em animal controle (PBS). (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni). O 
bosentan, nas doses utilizadas, não alterou as respostas nociceptivas induzidas pelo 
LPS nos animais testados (P > 0,05) (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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Figura 16: Influência do bosentan (BOS), um antagonista misto de receptores 
endotelinérgicos ETa/ETb, sobre as respostas nociceptivas induzidas pela 
carragenina (CG; 300 |xg) em articulações previamente sensibilizadas (72 h) 
com a própria CG. Quinze minutos antes do segundo estímulo com CG, os 
animais receberam injeção i.v. do veículo (salina) ou bosentan nas doses de 10 
ou 30 mg/kg. Painel A: Valores dos TEPs avaliados a cada hora até 12 h após a 
injeção de CG ou PBS. Painel B: Valores das ASCs 0-12 h calculadas a partir 
dos resultados do Painel A. Cada valor representa a média ± E.P.M. de 6-10 
animais por grupo. Os asteriscos (*) denotam P ^ 0,05 quando cada valor é 
comparado ao valor correspondente obtido em animal controle (PBS) (ANOVA 
seguida pelo teste de Bonferronui).
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Figura 17: Influência do bosentan (BOS), um antagonista misto de receptores endotelinérgicos 
ETa/ETb , sobre as respostas nociceptivas induzidas pelo LPS (1 |ig) em articulações 
previamente sensibilizadas (72 h) com carragenina (CG; 300 ng). Quinze minutos 
antes do estímulo com LPS, os animais receberam injeção /.v. do veículo (salina) ou 
bosentan nas doses de 1, 3, 10 ou 30 mg/kg. Painel A: Valores dos TEPs avaliados a 
cada hora até 12 h após a injeção de LPS ou PBS. Painel B: Valores das ASCs 0-12 
h calculadas a partir dos resultados do Painel A. Cada valor representa a média ± 
E.P.M. de 6-10 animais por grupo. Os asteriscos (*) e as cerquilhas (#) denotam P < 
0,05 quando cada valor é comparado com o valor correspondente obtido com o 
controle (PBS) ou animais tratados com LPS, respectivamente (ANOVA seguida 
pelo teste de Bonferroni).
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4.6. Influência do BQ-123 ou do BQ-788 na nocicepção causada por LPS 
em articulação sensibilizada por carragenina
O tratamento prévio com BQ-123 (10 ou 30 nmol, i.a.% um antagonista 
seletivo de receptores ETA, não afetou significativamente a resposta nociceptiva 
pronunciada induzida pelo LPS (1 jag) em articulações sensibilizadas 72 h por 
carragenina (Figura 18). Porém, tratamento semelhante com BQ-788 (na dose 
de 10 nmol, mas não de 3 nmol), um antagonista seletivo de receptor de ETB, 
notadamente atenuou as respostas nociceptivas (TEPs e ASC 0-12 h) ao LPS 
durante a quase totalidade do período de observação (Figura 19). O grau de 
inibição proporcionado pelo BQ-788 da nocicepção induzida pelo LPS (59% de 
redução da ASC 0-12 h; 10 nmol) na articulação sensibilizada previamente pela 
carragenina foi comparável àqueles acarretados por 3 ou 10 mg/kg de bosentan 
(52 e 56% de redução, respectivamente).
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Figura 18: Influência do BQ-123, antagonista seletivo de receptores endotelinérgicos ETA, sobre 
as respostas nociceptivas induzidas por injeção i.a. de LPS (1 |ig) em articulações 
sensibilizadas previamente (72 h) com carragenina (CG; 300 |ag). Quinze minutos 
antes do estímulo com LPS, os animais receberam injeção i.a. do veículo (PBS) ou 
BQ-123 nas doses de 10 ou 30 nmol. Painel A: Valores dos TEPs avaliados a cada 
hora até 12 h após a injeção de LPS ou PBS. Painel B: Valores das ASCs 0-12 h 
calculadas a partir dos resultados do Painel A. Cada valor representa a média ± 
E.P.M. de 6-10 animais por grupo. Os asteriscos (*) denotam P < 0,05 quando cada 
valor é comparado com o valor correspondente obtido com o controle (PBS). O BQ- 
123 não alterou o TEP induzido pelo LPS (P > 0,05) (ANOVA seguida pelo teste de 
Bonferroni).
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Figura 19: Influência do BQ-788, antagonista seletivo de receptores endotelinérgicos ETb, sobre 
as respostas nociceptivas induzidas por injeção i.a. de LPS (1 jag) em articulações 
sensibilizadas previamente (72 h) com carragenina (CG; 300 (ig). Quinze minutos 
antes do estímulo com LPS, os animais receberam injeção i.a. do veículo (PBS) ou 
BQ-788 nas doses de 3 ou 10 nmol. Painel A: Valores dos TEPs avaliados a cada 
hora até 12 h após a injeção de LPS ou PBS. Painel B: Valores das ASCs 0-12 h 
calculadas a partir dos resultados do Painel A. Cada valor representa a média ± 
E.P.M. de 6-10 animais por grupo. Os asteriscos (*) e as cerquilhas (#) denotam P < 
0,05 quando cada valor é comparado com o valor correspondente obtido com o 
controle (PBS) ou animais tratados com LPS (ANOVA seguida pelo teste de 
Bonferroni).
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4.7. Efeitos nociceptivos da endotelina-1 ou da sarafotoxina S6c em 
articulações sensibilizadas com carragenina
Como observado anteriormente (Figuras 1 e 2) baixas doses tanto de 
endotelina-1 como de sarafotoxina S6c (15 a 60 pmol), um agonista seletivo de 
receptores ETB, falharam em alterar os valores do TEP em articulações normais. 
No entanto, ambos os peptídeos induziram respostas nociceptivas 
significantes quando injetados nessas doses em articulações sensibilizadas 72 
h antes com carragenina (300 ng). As respostas nociceptivas à endotelina-1 
(Figura 20) ou à sarafotoxina S6c (Figura 21) exibiram início rápido, com 
picos ocorrendo 1 ou 2 h após a injeção e duração de até 7-10 h. Ambos 
peptídeos originaram ASCs 0-12 h em forma de sino, dependentes da dose, 
com valores máximos obtidos com a dose de 30 pmol. Além disso, como 
ilustra a Figura 22, os efeitos nociceptivos da endotelina-1 (30 pmol) na 
articulação sensibilizada previamente com carragenina foram reduzidos 
significativamente, pelo tratamento prévio (15 min) com BQ-123 ou com BQ- 
788.
4.8. Efeitos anti-nociceptivos dos antagonistas endotelinérgicos testados
Um resumo dos efeitos do bosentan, BQ-123 e BQ-788 sobre a
nocicepção induzida por carragenina, LPS ou endotelina-1 na articulação
normal ou sensibilizada com carragenina 72 h antes é apresentada na Tabela 1
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Figura 20: Influência da injeção de endotelina-1 (ET-1) em articulações de rato sensibilizadas 
previamente (72 h) com carragenina (CG; 300 ng) ou PBS. Painel A: Valores dos 
TEPs avaliados a cada hora até 12 h após a injeção de ET-1 ou PBS. Painel B: 
Representa as ASCs 0-12 h calculadas a partir dos resultados do painel A. Os valores 
representam a média ± E.P.M. 6-10 animais por grupo. Asteriscos (*) denotam P ^ 
0,05 quando cada valor é comparado com o valor correspondente obtido com o 
controle (PBS) (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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Figura 21: Efeitos da injeção de sarafotoxina S6c (S6c) em articulações de rato sensibilizadas 
previamente (72 h) com carragenina (CG; 300 |xg) ou PBS. Painel A: Valores dos 
TEPs avaliados a cada hora até 12 h após a injeção de S6c ou PBS. Painel B: 
Representa as ASCs 0-12 h calculadas a partir dos resultados do painel A. Os valores 
representam a média ± E.P.M. 6-10 animais por grupo. Asteriscos (*) denotam P á 
0,05 quando cada valor é comparado com o valor correspondente obtido com o 
controle (PBS) (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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Figura 22: Influência do BQ-123 ou BQ-788 (10 nmol), antagonistas seletivos de receptores 
endotelinérgicos ETa e ETb, respectivamente, sobre as respostas nociceptivas 
induzidas pela endotelina-1 (ET-1; 30 pmol) em articulações sensibilizadas 
previamente (72 h) com carragenina (CG; 300 |xg) ou PBS. Quinze minutos antes do 
estímulo com ET-1, os animais receberam injeção i.a. do veículo (PBS), BQ-123 ou 
BQ-788. Painel A: Valores dos TEPs avaliados a cada hora até 12 h após a injeção 
de ET-1 ou PBS. Painel B: Valores das ASCs 0-12 h calculadas a partir dos 
resultados do Painel A. Cada valor representa a média ± E.P.M. de 6-10 animais por 
grupo. Os asteriscos (*) e as cerquilhas (#) denotam P < 0,05 quando cada valor é 
comparado com o valor correspondente obtido com o controle (PBS) ou animais 
tratados com ET-1 (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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Tabela 1: Respostas antinociceptivas de antagonistas de receptores 
endotelinérgicos, sobre diferentes agentes nociceptivos no modelo da 
incapacitação articular de rato
CONDIÇÃO AGENTE
NOCICEPTIVO
(dose)
ANTAGONISTA
BOSENTAN
(anti-ETA/ETB)
BQ-123
(anti-ETA)
BQ-788
(anti-ETß)
Articulação normal Carragenina (300 |ig) - N.T. N.T.
LPS (1 jig) - N.T. N.T.
Endotelina-1 (120pmol) + + -
72 h após 
sensibilização com
Carragenina (300 fig) - N.T. N.T.
Carragenina 300 fig LPS (1 |_ig) + - +
Endotelina-1 (30 pmol) + + +
(-) = Inativo
(+) = Inibição Significativa 
(N.T.) = Não Testado
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5. DISCUSSÃO
Os resultados aqui apresentados demonstram que a endotelina-1 exibe 
propriedades nociceptivas na articulação de joelho de rato, bem como 
sugerem fortemente uma possível participação de endotelinas endógenas no 
aumento da nocicepção associada a determinadas condições inflamatórias 
articulares. A endotelina-1 produz, em doses elevadas (acima de 120 pmol), 
um efeito nociceptivo próprio quando administrada na articulação de joelho 
de rato. Talvez mais importante ainda é o fato de que a endotelina-1 também 
é capaz de potencializar a nocicepção inflamatória articular aguda induzida 
pela carragenina ou LPS em doses que, sozinhas, não evocam comportamento 
nociceptivo. Em contraste, a sarafotoxina S6c, um agonista seletivo de 
receptores ETB, foi completamente inativa até a dose de 240.pmol, tanto em 
produzir nocicepção quanto hiperalgesia nos dois modelos testados. Por si só, 
estas primeiras evidências já sugerem que os efeitos nociceptivos e 
hiperalgésicos da endotelina-1 em articulações normais de ratos parecem ser 
mediados por receptores endotelinérgicos do tipo ETA. Esta hipótese é 
corroborada, consideravelmente, pelo fato de que o tratamento prévio com 
injeção i.v. do antagonista não-peptídico misto de receptores ETA/ETB 
bosentan (CLOZEL et al., 1994), ou injeção i.a. do antagonista seletivo de 
receptores ETA BQ-123 (IHARA et al., 1992), são capazes de prevenir os
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efeitos nociceptivos induzidos pela endotelina-1 (120 pmol), enquanto o 
tratamento semelhante com o BQ-788, um antagonista seletivo de receptores 
ETb (ISHIKAWA et al., 1994), é inefetivo. Os efeitos hiperalgésicos da 
endotelina-1 detectados no presente estudo corroboram relatos anteriores nos 
quais a endotelina-1 também promoveu, em diferentes modelos 
experimentais, efeitos hiperalgésicos periféricos. Nesse sentido, já foi 
demonstrado que a endotelina-1 potencializa respostas evocadas por 
estimulação mecânica no antebraço do homem ou na pata de rato, causa 
contorções abdominais e aumenta a reatividade à formalina em camundongos 
(FERREIRA et al., 1989; PIOVEZAN et al., 1997), e sensibiliza a articulação 
fêmuro-tibial de cão para a incapacitação induzida por prostaglandina E2
r
(FERREIRA et al., 1989). E interessante notar que ao ativar receptores ETA, 
as endotelinas podem estimular a síntese de prostaglandina E2 em 
osteoblastos, por mecanismo dependente da proteína tirosina quinase C (LEIS 
et al., 1998). Além disso, PIOVEZAN et al. (1998), também demonstraram 
que só os receptores de ETA parecem mediar os efeitos hiperalgésicos da 
endotelina-1 no modelo da nocicepção induzida pela capsaicina na pata de 
camundongos. Quanto aos efeitos nociceptivos atribuídos à endotelina-1, 
nossa visão difere um pouco de estudos realizados utilizando o modelo das 
contorções abdominais em camundongos, pois RAFFA et al. (1996) 
sugeriram que tanto os receptores ETA como ETB estariam envolvidos nas
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ações nociceptivas das endotelinas exógenas. Talvez tais diferenças estejam 
relacionadas a variações inter-espécie e/ou dos modelos de nocicepção 
considerados.
Além das evidências descritas anteriormente, que apontam para uma 
participação importante da endotelina-1 na nocicepção ou hiperalgesia 
articular, há relatos de que a administração intraplantar de substâncias 
nociceptivas como a carragenina aumenta os níveis locais de endotelina 
(BERTELLI et al., 1992), e que o LPS é um potente estímulo para produção e 
secreção do peptídeo in vitro e in vivo (SUGIURA et al., 1989; 
EHRENREICH et al., 1990; VEMULAPALLI et al., 1991; KOBAYASHI et 
al., 1997). Contudo, o bosentan, um antagonista misto para receptores 
endotelinérgicos ETa/ETb, foi ineficaz em modificar as respostas 
nociceptivas induzidas pela carragenina ou LPS em articulações normais. 
Logo, a ativação do sistema endotelinérgico claramente não é um requisito 
essencial para a manifestação de todas as formas de nocicepção articular. Esta 
falta de efeitos do bosentan contra a nocicepção induzida pela carragenina ou 
LPS pode indicar que, normalmente, os tipos de células responsáveis pela 
produção de endotelinas podem estar ausentes da articulação ou as produzem 
em quantidades insuficientes para evocar nocicepção e/ou hiperalgesia.
A sensibilização prévia (72 h) da articulação com injeção i.a. de 
carragenina, que claramente aumenta de modo pronunciado as respostas
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nociceptivas a si própria e ao LPS, pode constituir um modelo experimental 
mais interessante e pertinente de artrite do que aqueles que envolvem a 
estimulação inflamatória de articulações normais, pois sabe-se que a 
recorrência é uma característica comum de várias doenças artríticas 
(GUERNE e WEISMAN, 1992; KEEFE e VAN HORN, 1993). Além disso, a 
comprovação da exacerbação da artrite em ratos, induzida por agentes 
inflamatórios como a IL-1 ou LPS em articulações estimuladas previamente 
com polissacarídeo bacteriano (STIMPSON et al., 1987; 1988), bem como da 
presença importante do LPS nas articulações de pacientes com artrite reativa 
(GRANFORS et al., 1989; 1990; 1992; KEAT et al., 1987; SARTOR 
1989; 1997), reforçam essa nossa sugestão.
A diferença entre as respostas nociceptivas evocadas por estimulação
de articulações normais ou previamente sensibilizadas com carragenina foi
mais notável com o LPS do que com a carragenina. Possivelmente, isso se
deva à redução marcante no período de latência para a obtenção do pico da
resposta nociceptiva evocada pelo LPS em articulação previamente
sensibilizada. Talvez a menor latência do LPS na indução da incapacitação,
quando comparada à carragenina, possa se dever ao fato de que o LPS poderia
transpor algumas etapas na liberação dos mediadores, ao induzir a formação
de cininas (ROTHCHILD E GASCON, 1966) e estimular diretamente
macrófagos a produzir citocinas hiperalgésicas como o TNFa e IL-ip
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(CUNHA et al., 1991), por meio dos receptores de superfície CR3, LFA-1 e 
pl50,95 (UNKELESS e WIRTH, 1988).
No caso das articulações previamente sensibilizadas com carragenina, 
acredita-se que os macrófagos acumulam-se na articulação desde o primeiro 
estímulo inflamatório, permanecendo viáveis por muitos dias (VAN LENT et 
al., 1992). Portanto, é provável que o segundo estímulo encontre a população 
de macrófagos que haviam migrado em resposta ao primeiro estímulo ainda 
ativados, ou ainda que novas células possam ter migrado para a articulação 
durante este intervalo de tempo. Os macrófagos, as células mesenquimais 
sinoviais e os condrócitos articulares são os principais tipos de células 
ativadas pelo LPS e IL-1 após injeção intra-articular (SHIRAISHI et al., 
1997).
O LPS pode formar complexos com a proteína ligante de LPS presente 
no fluído sinovial, que por sua vez, liga-se aos sítios para CD 14 da membrana 
de monócitos e macrófagos, levando à sua ativação (ULEVITCH e TOBIAS, 
1994). A presença da proteína ligante de LPS resulta numa produção de 
citocinas, particularmente de TNFa e IL-6 (HEUMANN et al., 1992; 
HEUMANN et al., 1995), que é muito mais rápida e expressiva do que aquela 
estimulada pelo próprio LPS (SCHUMANN et al., 1990).
O LPS e a IL-1 (3 são potentes estímulos à liberação de endotelina-1 de
células endoteliais (SUGIURA et al., 1989; YOSHIZUMI, et al., 1990). Por
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sua vez, o TNFa pode aumentar a produção e/ou liberação de endotelina-1 
tanto in vivo, na síndrome da resposta inflamatória sistêmica induzida pelo 
LPS em ratos (HOHLFELD, 1995), como in vitro, em macrófagos 
(RUETTEN e THIEMERMANN, 1997) ou células endoteliais aórticas, 
artérias renais e capilares glomerulares bovinos (MARSDEN e BRENNER, 
1992). Estes últimos autores demonstraram ainda que o TNFa efetivamente 
aumenta a transcrição do gene da endotelina-1. O TNFa também induz 
incapácitação articular dependente da síntese de leucotrienos no rato 
(TONUSSI, 1996).
Por outro lado, há várias evidências de que a endotelina-1 é um 
estímulo efetivo para a produção de TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, peptídeo 
quimiotático de monócitos-1 e fator estimulador de colônia de macrófagos- 
granulócitos em cultura de macrófagos/monócitos humanos (HURIBAL et al., 
1992; CUNNINGHAM et al., 1993; HELSET et al., 1993), IL-6 de monócitos 
humanos (McMILLEN, 1995), células da medula óssea (AGUI et al., 1994) 
ou células endoteliais de rato (XIN et al., 1995), bem como de TNFa, IL-1 e 
IL-6 de células endoteliais humanas (STANKOVA, et al., 1996). Juntos, estes 
dados apontam para uma potencial participação das endotelinas no 
desenvolvimento de processos inflamatórios. Certamente, novos estudos serão 
ainda necessários para esclarecer se e como as citocinas e endotelinas 
interagem na mediação de nocicepção inflamatória articular.
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Outro dado interessante observado em nosso estudo diz respeito à 
capacidade do bosentan, um antagonista misto para receptores 
endotelinérgicos ETA/ETB, inibir, de forma prolongada e dependente da 
dose, as respostas nociceptivas induzidas pelo LPS em articulação de joelho 
de rato sensibilizadas 72 h antes com carragenina. Esse resultado parece 
refletir um verdadeiro efeito antinociceptivo do bosentan, porque a droga não 
modificou os valores do tempo de elevação da pata em ratos controle. Além 
disso, este efeito antinociceptivo do bosentan foi mimetizado pelo tratamento 
prévio da articulação com um antagonista seletivo de receptores ETB (BQ- 
788), mas não de receptores de ETA (BQ-123). Logo, as endotelinas 
endógenas, que não parecem exercer qualquer papel na nocicepção estimulada 
em articulações normais, parecem participar como determinantes importantes 
da nocicepção induzida pelo LPS em articulações sensibilizadas previamente 
com carragenina, através da ativação de receptores endotelinérgicos ETB 
presentes na própria articulação. Colocando-se de outra forma, a 
sensibilização prévia da articulação com carragenina promove uma nítida 
mudança no padrão de células e/ou mediadores envolvidos nas respostas 
nociceptivas induzidas pelo LPS, ao incluir as endotelinas nesse processo.
Apesar disso, não há até o presente evidências da participação das
endotelinas endógenas na mediação da dor associada a estados
fisiopatológicos, pois há poucos estudos que analisaram este aspecto. Embora
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o bosentan iniba a resposta neurogênica em vasos da dura mater de rato 
(BRÀNDLI et al., 1996), o antagonista não parece atenuar crises de 
enxaqueca no homem (MAY et al., 1996). Assim sendo, os achados deste 
trabalho constituem o primeiro registro de ações nociceptivas de endotelinas 
endógenas, visto que o trabalho de MAY et al. (1996), demonstrou apenas 
um efeito reflexo de ação vascular.
Outro aspecto interessante a ser comentado é o fato do estímulo prévio 
com carragenina também ter induzido sensibilização pronunciada da 
articulação tanto às ações nociceptivas da endotelina-1 como da sarafotoxina 
S6c. Nesta condição, doses normalmente ineficazes de cada um dos peptídeos 
evocam respostas nociceptivas significativas. Embora as potências 
nociceptivas da endotelina-1 e da sarafotoxina S6c sejam semelhantes, a 
primeira parece causar uma resposta nociceptiva máxima discretamente 
maior. Por um lado, esses achados indicam que a sensibilização com 
carragenina induz o surgimento de receptores endotelinérgicos ETB na 
articulação, o que é confirmado pelo fato do BQ-788 ter antagonizado 
parcialmente o efeito nociceptivo da endotelina-1 nesta condição. Porém, 
como o BQ-123 também bloqueou parte da resposta nociceptiva à endotelina- 
1, a sensibilização prévia da articulação com carragenina parece alterar a 
população de receptores endotelinérgicos nociceptivos, que na articulação 
normal são predominantemente do tipo ETA, para um padrão misto de
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receptores ETA e ETB.
Tal constatação levanta uma questão intrigante. Afinal, qual seria a 
isoforma ou isoformas de endotelinas que estariam envolvidas na nocicepção 
induzida por LPS em articulações sensibilizadas com carragenina? Esta 
resposta nociceptiva ao LPS foi suscetível à inibição pelo BQ-788 mas não 
pelo BQ-123. Por outro lado, a endotelina-3 é a única isoforma identificada 
em mamíferos que exibe alta afinidade por receptores endotelinérgicos ETB, 
mas baixa afinidade para receptores ETA (30-100 vezes menores do que para 
endotelina-1 ou endotelina-2; para revisão ver MASAKI et al., 1994). Assim 
sendo, nossos resultados funcionais sugerem que a endotelina-3 seja a 
isoforma com maiores chances de ser o mediador endotelinérgico nociceptivo 
nessa condição.
Pelo menos dois tipos de células poderiam ser possíveis fontes de 
endotelina-3 na articulação. O primeiro são os macrófagos que, em cultura 
primária, podem gerar quantias apreciáveis de endotelina-3 (EHRENREICH 
et al., 1990; KOBAYASHI et al., 1997) e são encontrados em número 
drasticamente aumentado nas superfícies sinoviais durante a artrite reumática 
(CUTOLO et al., 1993) ou depois da aplicação de estímulos inflamatórios em 
modelos experimentais de artrite (VAN LENT et al., 1995). O segundo tipo de 
célula são os neurônios pós-ganglionares simpáticos, que podem expressar 
quantidades consideráveis tanto de endotelina-3 como de endotelina-1
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(Damon, 1998), liberar endotelina-3 rapidamente na circulação durante o 
exercício (MAEDA et al., 1997) e desempenham importante papel na 
nocicepção, extravasamento plasmático sinovial e dano articular em 
condições artríticas (LEVTNE et al., 1986a,b; para revisão ver 
FITZGERALD, 1989; BASBAUM e LEVINE, 1991).
Ainda assim, há diversas evidências contrárias a quaisquer uma dessas
possibilidades. A endotelina-1 tem sido, até agora, a única isoforma
encontrada em ou produzida por tecidos articulares (ver Introdução para
referências), e não há nenhum relato sobre sua expressão específica por
macrófagos ou nervos sinoviais. Macrófagos humanos não-articulares
secretam todas as 3 isoformas de endotelinas (KOBAYASHI et al., 1997), e a
exposição de tais células ao LPS ou ao éster de forbol aumenta a produção de
endotelina-1 6-10 vezes, sem que haja alteração na da endotelina-3
(EHRENREICH et al., 1990). Além disso, foi demonstrado que células
cromafins adrenomedulares simpáticas expressam big-endotelina-3
(DAVENPORT et al., 1996), mas não há qualquer demonstração específica de
que neurônios simpáticos possam efetivamente produzir endotelina-3, embora
neurônios parassimpáticos o possam (SHINKAI-GOROMARU et al., 1997).
As dificuldades na investigação das funções fisiológicas e fisiopatológicas das
diversas endotelinas endógenas devem-se principalmente à escassez de
informações comparativas das propriedades das endotelinas -2 e -3. Assim,
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este aspecto permanece a ser esclarecido adequadamente por estudos 
adicionais utilizando abordagens bioquímicas, imuno-histoquímicas e de 
biologia molecular.
Os mecanismos celulares implicados nos efeitos nociceptivos das 
endotelinas na articulação não foram esclarecidos pelo presente trabalho. 
Contudo, poderiam incluir, entre várias possibilidades, a formação de 
eicosanóides (ver revisão de HYSLOP e DE NUCCI, 1992) ou de citocinas 
como o TNFa, IL-1J3, IL-6 e IL-8 (HELSET et al., 1993; STANKOVA et al., 
1996; CUNNINGHAM et al., 1997), todos bem conhecidos por induzir 
nocicepção e/ou hiperalgesia (CUNHA et al., 1992; para revisão ver 
WATKINS et al., 1995). Além disso, pelo fato de serem vasoconstritores 
extremamente potentes (para revisão ver WEBB, 1997), as endotelinas podem 
causar hipóxia na sinóvia, acarretando acidificação do tecido e marcada 
sensibilização de nociceptores (STEEN et al. 1996; CATERINA et al., 1997).
Os níveis de endotelina-1 alcançados no fluído sinovial após a injeção
i.a. do peptídeo em doses nociceptivas não foram avaliadas no presente 
trabalho. Embora tais níveis possam ser muito mais elevados do que aqueles 
encontrados no fluído sinovial de articulações afetadas de pacientes artríticos 
(onde variam entre 1 a 10 pM; NAHIR et al., 1991; MIYASAKA et al., 
1992), é importante considerar que a reversibilidade da interação das
endotelinas com seus receptores pode ser notadamente lenta (WU-WONG et
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al., 1995; CHIOU et al., 1997). Desse modo, a quantidade de ligante 
endógeno encontrada num determinado fluído pode ser substancialmente mais 
baixa do que aquela que esteja efetivamente atuando sobre o tecido por ele 
irrigado, conforme discutido por FRELIN e GUEDIN (1994). Além disso, 
ainda é desconhecida a relação entre as concentrações de endotelinas no 
fluído sinovial e nos tecidos articulares onde, supostamente, elas possam atuar 
para causar seus efeitos nociceptivos.
Concluindo, o presente estudo demonstra que a endotelina-1 induz
nocicepção e hiperalgesia em articulações normais de rato. Normalmente o
estes efeitos são deflagrados pela ativação de receptores ETA, mas na
articulação estimulada previamente com carragenina a nocicepção também
envolve a ativação de receptores ETB. Além disso, apresentamos evidências
funcionais de que a nocicepção induzida pelo LPS em articulações de joelho
de rato inflamadas previamente com carragenina é mediada em grande parte
por liberação local de endotelinas endógenas e ativação de receptores ETB.
Sugerimos que a sensibilização prévia das articulações com a carragenina
pode constituir um modelo experimental mais interessante e relevante de
nocicepção articular do que aqueles que envolvem aplicação de agentes
inflamatórios em articulações normais, pois a recorrência é uma característica
comum de várias doenças artríticas no homem (GUERNE e WEISMAN,
1992; KEEFE e VAN HORN, 1993). Além disso, esta abordagem
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experimental para avaliar a nocicepção articular parece menos estressante ao 
animal do que o modelo da poliartrite experimental induzida por adjuvante de 
Freud. Finalmente, nossos achados podem ser pertinentes à etiologia da dor 
de processos artríticos crônicos no homem, visto que uma grande proporção 
de pacientes com artrite reumatóide ou reativa apresentam inflamação 
intestinal oculta, com aumento da permeabilidade da mucosa para produtos 
bacterianos intestinais, incluindo o LPS (para revisão ver SARTOR, 1989), 
assim como níveis aumentados de proteína ligante para LPS no plasma e 
fluído sinovial (HEUMANN et al., 1995).
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6. CONCLUSÕES
Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que:
1. A nocicepção induzida pela endotelina-1 em articulações normais de rato é 
mediada em grande parte pela ativação de receptores ETA.
2. A sensibilização prévia das articulações induzida pela carragenina (72 h) 
aumenta a incapacitação evocada pela própria carragenina (300 p.g), LPS (l^g), 
ET-1 ou S6c (15 e 30 pmol).
3. Tanto receptores ETA como ETB parecem contribuir para a nocicepção 
induzida pela endotelina-1 em articulações sensibilizadas previamente com 
carragenina.
4. A nocicepção induzida pelo LPS em articulações de rato sensibilizadas 
previamente com carragenina é mediada em grande parte pela liberação de 
endotelinas endógenas e ativação de receptores ETB na própria articulação.
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8. RESUMO
Este estudo avalia as possíveis propriedades locais nociceptiva e 
hiperalgésica da endotelina-1 (ET-1), bem como a possível participação das 
endotelinas endógenas na nocicepção induzida pela carragenina ou LPS no teste 
da incapacitação articular de joelho de rato. A nocicepção foi avaliada, 
colocando-se o animal durante 1 min a cada hora sobre um cilindro girando (3 
r.p.m) e medindo-se o aumento do tempo em que a pata do membro afetado 
pela injeção intra-articular (i.a.) do agente nociceptivo, deixa de tocar sua 
superfície metálica (i.e. tempo de elevação da pata, TEP). Quando injetada em 
articulações normais, a carragenina (CG; 150 fig or 300 jj.g), o LPS de E. coli 
(1, 5 ou 10 i^g) ou a endotelina-1 (120 or 240 pmol), cada uma delas 
aumentou persistentemente o TEP, diferentemente da sarafotoxina S6c (15 -  
240 pmol) ou do PB S. A endotelina-1 (15 ou 30 pmol, i.a.; 30 min antes) não 
causa incapacitação por si, mas potencializou o aumento do TEP induzido 
pela carragenina, aumentando a área sob a curva (ASC em unidades 
arbitrárias; 0 a 6 h) de 105 ± 9 to 165 ±10 and 169 ± 25, respectivamente. Em 
articulações normais, a endotelina-1 (120 pmol) aumentou a área sob a curva 
do TEP 0-6 h, de 61 ± 3 (controle) para 156 + 12. Este efeito nociceptivo foi 
reduzido pela injeção intravenosa (/.v.) prévia do antagonista misto de 
receptores ETA/ETB, o bosentan (de 54 e 72% com 10 e 30 mg/kg) ou
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administração i.a. do antagonista seletivo de receptores ETA, o BQ-123 (ciclo 
[D-Asp-Pro-D-Val-Leu]; em aproximadamente 48% com 10 nmol ou 30 nmol), 
mas não foi afetada pelo antagonista seletivo de receptores ETB, o BQ-788 (N- 
c«-2,6-dimeti]-piperidino-carbonil-L-y-metil-leucil-D-l-metoxi-carbonil- 
triptofanil-D-norleucina; 10 nmol). O estímulo prévio da articulação (72 h) com 
carragenina (300 jLig) tomou a articulação mais sensível à nocicepção (i.e. 
sensibilização nociceptiva) induzida tanto pela endotelina-1 ou pela 
sarafotoxina S6c (15, 30 ou 60 pmol). As respostas induzidas pela endotelina-
1 (30 pmol) nas articulações previamente sensibilizadas, foram sensíveis à 
inibição tanto pelo BQ-123 (79%) ou pelo BQ-788 (72%), cada qual na dose 
de 10 nmol. A sensibilização prévia também aumentou marcada e 
persistentemente, as respostas do TEP para a própria carragenina e para o LPS 
(1 p,g), aumentando a ASC 0-12 h de 241 ± 19 para 409 ± 50 e de 312 ± 40 
para 466 ± 25, respectivamente (P <0,05), sem alterar as medidas após a 
injeção do veículo (de 121 ± 3 para 117 ± 4). O bosentan (até a dose de 30 
mg/kg, i.v.) falhou em modificar a nocicepção causada pela carragenina ou 
pelo LPS em articulações normais, entretanto, foi inibida em 52-56% pelo 
bosentan (3 ou 10 mg/kg) ou 59% pela injeção local do antagonista seletivo 
de receptores ETB, BQ-788 (10 nmol, i.a.), mas não foi afetada pelo 
antagonista seletivo de receptores ETA BQ-123. Logo, a nocicepção induzida 
pela endotelina-1 em articulações normais é amplamente mediada por
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receptores endotelinérgicos ETA, ao passo que tanto receptores ETA como ETB 
contribuem para sua ação em articulação sensibilizada previamente com 
carragenina. Além disso, a nocicepção induzida pelo LPS em articulação 
sensibilizada previamente com carragenina é mediada em grande parte via 
liberação de endotelinas e ativação de receptores ETB dentro da própria 
articulação. Estes achados podem ser relevantes para a etiologia da dor 
associada a doenças artríticas crônicas no homem.
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9. SUMMARY
This study assesses the possible local nociceptive and hyperalgesic 
properties of endothelin-1, as well as the possible participation of endogenous 
endothelins in nociception induced by carrageenan or LPS in the rat knee-joint 
incapacitation test. Nociception was evaluated by placing the animal for 1 min 
each h on a revolving (3 r.p.m.) cylinder and measuring the increase in time 
the hindlimb affected by the intra-articular (i.a.) injection of the nociceptive 
agent failed to touch its metalic surface (i.e. paw elevation time, PET). When 
injected intra-articularly into the naive knee-joint, carrageenan (CG; 150 or 300 
jug), E. coli LPS (1, 5 ou 10 ng) and endothelin-1 (120 or 240 pmol) each 
increased PET persistently, unlike sarafotoxin S6c (15 -  240 pmol) or PBS. 
Endothelin-1 (15 ou 30 pmol, i.a.; 30 min beforehand) did not cause 
incapacitation per se, but potentiated PET increases induced by carrageenan, 
increasing the area under the curve (AUC in arbitrary units; 0 to 6 h) from 
105 ± 9 to 165 + 10 and 169 ± 25, respectively. In naive joints, endothelin-1 
(120 pmol) increased the area under the PET curve 0-6 h, from 61 ± 3 
(control) to 156 ± 12. This nociceptive effect was reduced by prior 
intravenous (i.v.) injection of the mixed ETA/ETB receptor antagonist 
bosentan (by 54 and 72% with 10 and 30 mg/kg) or i.a. administration of the 
selective ETA receptor antagonist BQ-123 (cyclo [D-Asp-Pro-D-Val-Leu]; by
= 48% with 10 or 30 nmol), but was unaffected by the selective ETB receptor
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antagonist BQ-788 (N-cw-2,6-dimethy 1-piperidinocarbony 1-L-y-methy 1-leucy 1- 
D-l-methoxycarbonyl-tryptophanil-D-norleucine; 10 nmol). Prior joint 
challenge with carrageenan (300 |_ig) 72 h beforehand (i.e. priming) rendered 
the joint more sensitive to nociception induced by either endothelin-1 or 
sarafotoxin S6c (15, 30 and 60 pmol). Responses elicited by endothelin (30 
pmol) in the primed joint were sensitive to inhibition by either BQ-123 (79%) 
or BQ-788 (72%) at 10 nmol. Priming also enhanced PET responses to 
carrageenan itself and to LPS (1 |_ig) markedly and persistently, increasing the 
AUC from 241 ± 19 to 409 ± 50 and from 312 ± 40 to 466 ± 25, respectively 
(P <0.05), without changing that measured following vehicle injection (from 
121 ± 3 to 117 ± 4). Bosentan (up to 30 mg/kg, i.v.) failed to modify 
nociception caused by carrageenan or LPS in naïve joints, by carrageenan in 
the primed joint, or control PET responses. LPS-induced nociception in the 
primed joint, however, was inhibited 52-56% by bosentan (3 or 10 mg/kg) or 
59% by local injection of the selective endothelin ETB receptor antagonist 
BQ-788 (10 nmol, i.a.), but was unaffected by the selective endothelin ETA 
receptor antagonist BQ-123. Thus, nociception induced by endothelin-1 in the 
naïve joint is mediated largely via endothelin ETA receptors, whereas both ETA 
and ETb receptors contribute to its action in the carrageenan-primed joint. 
Furthermore, LPS-induced nociception in the primed joint is mediated to a large 
extent via endothelin release and activation of ETB receptors within the joint
Summary
itself. These findings may be relevant to the etiology of pain underlying chronic 
arthritic disease in humans.
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